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Die Ergebnisse meiner experimentellen Arbeit sind zum Teil in folgende Publikation eingeflos-
sen:
Kowalski, Maria; Hausmann, Ralf; Schmid, Julia; Dopychai, Anke; Stephan, Gabriele; Tang,
Yong et al. (2015): Flexible subunit stoichiometry of functional human P2X2/3 heteromeric
receptors. In: Neuropharmacology 99, S. 115–130.
Heteromere P2X2/3-Rezeptoren befinden sich neben homomeren P2X3-Rezeptoren an peri-
pheren und zentralen Endigungen von nozizeptiven Spinalganglienneuronen und spielen eine
Rolle bei der Entstehung von akuten und chronischen Schmerzen, die im Rahmen von Verlet-
zungen, Entzündungen, Tumorerkrankungen und Neuropathien auftreten. Bislang ging man
davon aus, dass P2X2/3-Rezeptoren eine festgelegte Untereinheitenstöchiometrie von
(P2X2)1/(P2X3)2 aufweisen. In der vorliegenden Arbeit wird an transient mit der cDNA von
hP2X2 und hP2X3 transfizierten HEK293-Zellen untersucht, inwiefern sich heteromere P2X2/3-
Rezeptoren in Abhängigkeit vom gewählten Transfektionsverhältnis P2X2/P2X3-1:2 und -4:1
in Bezug auf ihre pharmakologischen Eigenschaften funktionell unterscheiden und somit wahr-
scheinlich auch in einer alternativen Untereinheitenstöchiometrie von (P2X2)2/(P2X3)1 vor-
kommen. Die Ergebnisse der durchgeführten Ca2+-Imaging-Experimente legen die Schluss-
folgerung nahe, dass bei P2X2/3-Rezeptoren abhängig vom jeweiligen Expressionslevel der be-
teiligten P2X-Subtypen beide Untereinheitenstöchiometrien 1:2 und 2:1 existieren, dass sie sich
aber in ihren funktionellen Eigenschaften nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Diese
Erkenntnisse tragen zur Vervollständigung des Wissens über P2X2/3-Rezeptoren bei, die ein po-
tenzielles Target für die Entwicklung neuer, analgetisch wirksamer Arzneimittel darstellen.
1.1 Das purinerge Signalsystem
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1 Einleitung
1.1 Das purinerge Signalsystem (engl. purinergic signalling)
Purine wie Adenin und Guanin sind essentielle Bestandteile von Nukleotiden. Ein Nukleotid,
zum Beispiel ATP, setzt sich aus einem Purin oder Pyrimidin als organische Base, einem Pentose-
zucker, Ribose oder Desoxyribose, und ein bis drei Phosphatresten zusammen (siehe Abb. 1). Ein
Nukleosid wie Adenosin hingegen besteht
definitionsgemäß nur aus Base und Pentose.
Nukleotide haben in lebenden Organismen
zahlreiche Funktionen. Sie dienen unter an-
derem als Bausteine für DNS und RNS, stel-
len in Form von ATP den wichtigsten
Energieträger im Zellstoffwechsel dar und
spielen als intrazelluläre Signalmoleküle, bei-
spielsweise als second messenger cAMP, eine
wichtige Rolle. (Rassow 2008, S. 412 ff.)
Die nähere Erforschung der extrazellulären Funktion von Purinen in nukleosidischen Verbin-
dungen, insbesondere von ATP, begann mit der Hypothese des purinergic signalling, die Geof-
frey Burnstock 1972 formulierte (Burnstock 2006). Untersuchungen an glatten Muskelzellen
aus Meerschweinchendarm hatten Hinweise auf die Existenz eines nicht-adrenergen und nicht-
cholinergen Neurotransmitters ergeben. In der Folge wurde ATP als Transmittersubstanz nach-
gewiesen und man sprach von purinerger Signaltransmission. (Burnstock 1972)
Zudem wurde 1976 das Konzept der Kotransmission vorgeschlagen, das besagt, dass ein Neu-
ron mehr als nur einen spezifischen Transmitter ausschütten kann. Dieses Konzept ist mittler-
weile allgemein anerkannt und ATP wurde als Kotransmitter verschiedener Substanzen wie
Noradrenalin, Acetylcholin, GABA und Glutamat im peripheren sowie zentralen Nervensystem
identifiziert. (Burnstock 2004)
Ging man zunächst davon aus, dass ATP vor allem aus dem Zytosol geschädigter Zellen freige-
setzt wird und so seine extrazelluläre Wirkung entfaltet, so kennt man heute verschiedene Me-
chanismen der regulierten ATP-Freisetzung aus präsynaptischen Strukturen. Je nach Zellart
kommen Exozytose aus synaptischen Vesikeln, spezielle ATP-Transportproteine oder Kanäle aus
Connexinen bzw. Pannexinen zum Einsatz (siehe Abb. 2). (Abbracchio et al. 2009)
Im synaptischen Spalt sorgen verschiedene Enzyme, die übergeordnet als Ektonukleotidasen be-
zeichnet werden, für den raschen Abbau von ATP und limitieren damit seine Transmitterwirkung
Abb. 1: Aufbau von Adenosintriphosphat mit zwei ener-
giereichen Säureanhydridbindungen zwischen den drei
Phosphatgruppen (~)
zeitlich. Durch hydrolytische Dephosphorylierung entstehen die Substrate ADP, AMP und
schließlich Adenosin, die wiederum an andere Rezeptorstrukturen binden können als das initial
freigesetzte ATP. (Sperlágh et al. 2007)
Abb. 2: Schematische Darstellung von
ATP-Freisetzung und Inaktivierung durch
Ektonukleotidasen (Verkhratsky und Burn-
stock 2014)
Auch bestimmte Pyrimidine wie Uridin wirken als Bestandteile von Nukleotiden wie UTP und
UDP im Extrazellulärraum als Transmittermoleküle, nutzen analog zu den Purinderivaten Me-
chanismen zu präsynaptischer Ausschüttung und Abbau und wirken zum Teil an denselben Re-
zeptoren (Lazarowski 2012). Trotz der Beteiligung von Pyrimidinen am purinergen Signalsystem
behielt man den Begriff des purinergic signalling bei. 
Nachdem die Bedeutung der purinergen Signaltransmission bis in die 1990er Jahre stark um-
stritten war, erfährt das Thema seit der Klonierung der ersten Purinozeptoren 1994 zunehmende
Aufmerksamkeit der internationalen Forschungsgemeinschaft. Dies belegt die Anzahl der er-
schienenen Publikationen zum Thema P2 purinergic signalling, die von ungefähr 100 im Jahr
1990 auf etwa 1700 im Jahr 2012 gestiegen ist. (Burnstock 2014)
Man weiß mittlerweile, dass ATP als Signalmolekül im gesamten menschlichen Organismus eine
Rolle spielt, und zwar je nach Organsystem oder betrachteter Gewebeart als Kotransmitter oder
eigenständiger Neurotransmitter. Dabei wirkt es sowohl über schnelle synaptische Transmission
als auch über langsame neuromodulatorische Mechanismen, deren genaueres Verständnis Ge-
genstand aktueller Forschung darstellt. (Khakh und North 2012)
1.2 Purinerge Rezeptoren als pharmakologisches Target
Extrazelluläre Nukleoside und Nukleotide binden an spezielle Plasmamembranrezeptoren, die
seit 1978 der Familie der purinergen Rezeptoren zugeordnet werden. Initial unterteilte man die
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Purinozeptoren in die Klassen der P1- und P2-Rezeptoren. Hauptunterscheidungsmerkmal waren
die präferierten endogenen Liganden, die für die P1-Rezeptoren Adenosin und für die P2-Re-
zeptoren ATP und ADP darstellen. Die P1- bzw. Adenosinrezeptoren wurden nach unterschied-
lichen molekularen Strukturen und pharmakologischen Eigenschaften in vier Subtypen eingeteilt
(siehe Tab. 1). (Ralevic und Burnstock 1998)
Nachdem man unter den P2-Rezeptoren sowohl ligandengesteuerte Kationenkanäle als auch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren identifiziert hatte, wurden sie 1994 offiziell in die zwei Haupt-
gruppen der ionotropen P2X- und der metabotropen P2Y-Rezeptoren eingeteilt (Fredholm et al.
1994). In der Folge wurden anhand von genetischer Sequenz und struktureller Kriterien sieben
P2X- und acht P2Y-Subtypen identifiziert (siehe Tab. 1).
Tab. 1: Aktuelle Einteilung der Purinozeptoren, erstellt nach der IUPHAR/BPS-Database





























Purinerge Rezeptoren werden in der Pharmakotherapie bereits bei verschiedenen Indikationen
als Targets verwendet. 
Intravenös appliziertes Adenosin dient beispielsweise als gut etabliertes Notfallmedikament bei
tachykarden Herzrhythmusstörungen, da es P1-rezeptorvermittelt kurzzeitig die Erregungs-
überleitung am AV-Knoten blockiert (Szentmiklosi et al. 2015). Theophyllin wird als Adenosin-
rezeptorantagonist aufgrund seines bronchospasmolytischen Effekts als Antiasthmatikum
eingesetzt (D’Alonzo 1996). Koffein als massenhaft konsumiertes Aufputschmittel entfaltet unter
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anderem über seine antagonistische Wirkung an Adenosinrezeptoren im ZNS seine anregende
Wirkung (Rassow 2008, S.787).
Die mittlerweile international verwendeten Thrombozytenaggregationshemmer Prasugrel, Ti-
cagrelor und Cangrelor, die bei akutem Myokardinfarkt und ischämischem Schlaganfall als Arz-
neimittel der ersten Wahl verabreicht werden, sind P2Y12-Rezeptorantagonisten (Rollini et al.
2017). In Japan wird der P2Y2-Agonist Diquafosol zur Behandlung von Augentrockenheit und
Retinaablösung eingesetzt (Lau et al. 2014).
Pharmakologische Substanzen, die an P2X-Rezeptoren wirken, werden derzeit bezüglich vieler
verschiedener Erkrankungen erforscht und sind teilweise sehr vielversprechend für die Ent-
wicklung neuer Medikamente (Burnstock 2018). Präklinische Untersuchungen werden bei-
spielsweise mit dem P2X3-Rezeptorantagonisten AF-353 hinsichtlich seiner antihypertensiven
Wirkung durchgeführt (Pijacka et al. 2016). Ein weiterer P2X3-Antagonist, AF-219, befindet
sich bereits als Antitussivum bei idiopathischem chronischem Husten in der Phase der klinischen
Erprobung (Abdulqawi et al. 2015).
1.3 P2X-Rezeptoren 
Im menschenlichen Organismus gibt es drei Superfamilien von membranständigen ligandenge-
steuerten Ionenkanälen (ligand-gated ion channels, LGICs). Zu den Cys-loop-Rezeptoren mit ihrer
pentameren Struktur gehören zum Beispiel nACh- und 5-HT3-Rezeptoren, zu den tetrameren io-
notropen Glutamatrezeptoren zählen NMDA-, AMPA- und Kainatrezeptoren. Die trimeren P2X-
Rezeptoren bilden die dritte Gruppe der LGICs (Lemoine et al. 2012).
1.3.1 Aufbau einer P2X-Untereinheit
Bislang wurden sieben Gene für P2X-Untereinheiten identifiziert,
deren Aminosäuresequenzen von Subtyp zu Subtyp zu 40 bis 55 %
identisch sind. P2X1 bis P2X7 werden von unterschiedlichen Wir-
beltieren, u.a. von Mensch (h), Ratte (r), Maus (m), Huhn (c), Ze-
brafisch (zf) und Krallenfrosch (x), exprimiert. Eine P2X-Unterein-
heit besteht aus 384 (cP2X4) bis 595 (hP2X7) Aminosäuren. Die
kurzen Amino(N)- und Carboxy(C)-Termini eines P2X-Proteins be-
finden sich intrazellulär. Zwei hydrophobe Transmembrandomänen
(TM1 und TM2) stellen die Verbindung zu einer langen extrazellu-
lären Schleife her, in der zehn konservierte Cysteinreste Disulfid-
brücken ausbilden und die räumliche Struktur sichern (siehe Abb. 3).
(North 2002)
Abb. 3: Primärstruktur einer
einzelnen P2X-Untereinheit
(Samways et al. 2014)
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1.3.2 3D-Struktur, ATP-Bindung und Kanalöffnung 
Die Darstellung des homomeren Zebrafisch(zf)-P2X4-Rezeptors, zunächst in geschlossenem und
später auch in offenem Zustand, mithilfe der Röntgenkristallographie gibt Aufschluss über die
dreidimensionale Struktur funktioneller P2X-Rezeptoren. Die Kenntnis der Kristallstruktur er-
möglicht ein tieferes Verständnis für die molekularen Mechanismen, die der Rezeptorfunktion
zugrunde liegen. (Khakh und North 2012)
Ein P2X-Rezeptor setzt sich aus drei P2X-Untereinheiten zusammen (Aschrafi et al. 2004; Bar-
rera et al. 2005). Betrachtet man zunächst den extrazellulären Anteil einer einzelnen Unterein-
heit im dreidimensionalen Raum, so stellt man fest, dass seine Umrisse denen eines Delfins
ähneln: Der Delfinschwanz steckt, analog zu den α-Helices von TM1 und TM2, in der Zytoplas-
mamembran. Die Längsachse des Delfinkörpers ragt im rechten Winkel zur Membran in den Ex-
trazelluläraum. Die β-Faltblattstrukturen in der Extrazellulärschleife des Untereinheitenproteins
bilden Kopf (head), Rückenflosse (dorsal fin), linke und rechte Brustflosse (left and right flipper)
des Delfins (siehe Abb. 4A). Zwischen zwei benachbarten P2X-Untereinheiten des trimeren Re-
zeptors scheinen je drei Kontaktflächen (interfaces) zu bestehen. Es wird spekuliert, dass die
molekulare Beschaffenheit dieser Kontaktflächen, die je nach beteiligtem P2X-Subtyp variieren
kann, ausschlaggebend für die Zusammenlagerung von den jeweiligen homomeren bzw. hete-
romeren P2X-Rezeptoren ist. (Kawate et al. 2009)
Pro P2X-Rezeptor gibt es drei Agonisten-Bindungsstellen, die sich jeweils zwischen zwei be-
nachbarten P2X-Untereinheiten befinden. Eine ATP-Bindungstasche wird, betrachtet man sie im
Delfinmodell, von oberem Körper (upper body) und linker Brustflosse der einen Untereinheit
(chain A) und unterem Körper (lower body) und Rückenflosse der Nachbaruntereinheit (chain
B) umschlossen (siehe Abb. 4B,C). Bei dem komplexen Mechanismus, der zur Bindung von ATP
führt, spielen scheinbar die positiv geladenen Lysinreste innerhalb der Bindungstasche eine ent-
scheidende Rolle, da sie mit den negativ geladenen Phosphatgruppen des ATP interagieren.
(Hattori und Gouaux 2012) Die Entdeckung dieses Zusammenhangs ermöglichte unter anderem
die Durchführung von Mutagenesestudien, in denen es beispielsweise um die Generierung in-
aktiver P2X-Subtypen geht. Noch vor der Darstellung der P2X-Kristallstruktur waren pro Bin-
dungsstelle vier Gruppen von Aminosäuren identifiziert worden, die an der Agonisten-Bindung
beteiligt sind. Man bezeichnet diese Gruppen als Nukleotid-Bindungssegmente (NBS, nucleotide
binding segment). NBS 1 und 2 liegen dabei auf der einen (chain A), NBS 3 und 4 auf der be-
nachbarten P2X-Untereinheit (chain B). (Mager et al. 2004; Bodnar et al. 2011)
Ging man zunächst davon aus, dass die Aktivierung eines P2X-Rezeptors erst durch Bindung
von drei Agonisten-Molekülen erfolge, so gilt es mittlerweile als erwiesen, dass für die Öffnung
des Ionenkanals zwei Agonisten-Bindungen ausreichen (Stelmashenko et al. 2012; Hausmann
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et al. 2012) Man vermutet, dass kleine Kationen (Ca2+, Na+) aus der umgebenden Flüssigkeit frei
durch die drei seitlichen Öffnungen zwischen den Rezeptoruntereinheiten in den extrazellulä-
ren Rezeptorvorhof diffundieren. Durch die Agonisten-Bindung wird eine Konformationsände-
rung des Rezeptors ausgelöst, die bewirkt, dass sich die drei Transmembrandomänen TM2
irisblendenartig auseinanderbewegen und einen Membrankanal freigeben. Ca2+- und Na+-Ionen
strömen durch die durchlässige Pore ins Zytosol, während Kalium(K+)-Ionen austreten. Die re-
sultierende Ladungsverschiebung führt in der Zelle zum einen zu einer Membrandepolarisation,
die zelltypabhängig Aktionspotentiale auslösen kann. Zum anderen hat die Erhöhung der in-
trazellulären Ca2+-Konzentration [Ca2+]i, Einfluss auf verschiedene kalziumabhängige Signal-
prozesse im Zellstoffwechsel. (Samways et al. 2014)
1.3.3 Desensitisierung und allosterische Modulation
Auf die Aktivierung des P2X-Rezeptors folgt in der Regel eine Phase der Desensitisierung, in der
die Agonisten-Bindungsstellen zwar noch besetzt sind, die Kanalpore aber bereits geschlossen ist
und keinen Kationeneinstrom mehr zulässt. Der Rezeptor kann in diesem Zustand nicht erneut
aktiviert werden, die P2X-vermittelte Signalübertragung wird also zeitlich limitiert und eine
Überstimulation der Zelle gegebenenfalls verhindert. Das Desensitisierungsverhalten hängt von
den jeweiligen P2X-Subtypen ab, die an der Rezeptorbildung beteiligt sind. Man unterscheidet
grob zwischen langsam- und schnell-desensitisierenden P2X-Subtypen. (Kaczmarek-Hájek et al.
2012) So ist P2X2 in der Splice-Variante A beispielsweise durch sein langsames, P2X3 hingegen
durch sein schnelles Desensitisierungsverhalten charakterisiert (Brändle et al. 1997; Zemkova
et al. 2004). 
Abb. 4: Dreidimensionaler Aufbau von P2X-Rezeptoren
A Kristallstruktur einer P2X-Untereinheit mit Umriss eines Delfins zum Vergleich 
B Zwei benachbarte Untereinheiten (chain A, B) während der ATP-Bindung 
C Konformationsänderung von offenem zu geschlossenem Zustand durch ATP-Bindung, exemplarisch dargestellt an




Neben den orthosterischen Agonisten-Bindungsstellen, die auch von kompetitiven Antagonisten
genutzt werden, verfügen P2X-Rezeptoren über unterschiedliche allosterische Bindungsstellen,
deren Besetzung die Affinität des Rezeptors zu seinem Agonisten steigern oder abschwächen
kann. Je nach P2X-Subtyp wirken beispielsweise Protonen im Rahmen einer pH-Wert-Verän-
derung, bestimmte Metallionen (z.B. Zn2+), Proteinkinasen oder Lipide regulierend auf die
Rezeptorfunktion ein. (Coddou et al. 2011)
1.3.4 Homo- und Heterotrimere
Gehören die drei Untereinheiten eines P2X-Rezeptors zum selben P2X-Subtyp, so spricht man
von einem homotrimeren Rezeptor. Sind zwei oder sogar drei verschiedene P2X-Subtypen an der
Rezeptorbildung beteiligt, handelt es sich um ein Heterotrimer. (Chataigneau et al. 2013; An-
tonio et al. 2014)
Alle bekannten P2X-Subtypen außer P2X6 bilden in heterologen Expressionssystemen funktio-
nelle homotrimere Rezeptoren (Torres et al. 1999; Aschrafi et al. 2004). Native P2X-Rezepto-
ren weisen in Untersuchungen jedoch häufig biophysikalische und pharmakologische
Eigenschaften auf, die von denen der rekombinanten homomeren Rezeptoren abweichen. Diese
Beobachtung legte schon früh die Annahme nahe, dass native P2X-Rezeptoren häufig in hete-
rotrimeren Konstellationen vorliegen, die die Eigenschaften der beteiligten Subtypen kombi-
niert aufweisen. (Lewis et al. 1995; Nörenberg und Illes 2000)
1999 führte die Gruppe Torres et al. eine systematische biochemische Analyse mit je zwei hete-
rolog koexprimierten P2X-Subtyten in HEK293-Zellen durch und stellte fest, dass alle Subtypen
außer P2X7 hetero-oligomeren Rezeptorkonstellationen bilden können (Torres et al. 1999). In
der Folge wurden die sechs Heterotrimere P2X1/2, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/5, P2X2/6 und
P2X4/6 in verschiedenen Studien auch funktionell untersucht und charakterisiert (Saul et al.
2013). Die sichere Identifikation von nativen heteromeren P2X-Rezeptoren gelang bislang für
P2X2/3-Rezeptoren in sensiblen Neuronen verschiedener Lokalisation wie den Spinalganglien
(dorsal root ganglion, DRG) (u.a. Lewis et al. 1995; Pankratov et al. 2001; Cockayne et al. 2005)
und für P2X1/5-Rezeptoren in kortikalen Mäuseastrozyten (Lalo et al. 2008). Zudem gibt es
Hinweise auf das Vorkommen von P2X2/3-Rezeptoren in Geschmacksknospen (Kinnamon und
Finger 2013) und P2X2/6-Rezeptoren in neuronalen Stammzellen (Majumder et al. 2007;
Schwindt et al. 2011).
Kürzlich gelang erstmals der Nachweis eines funktionellen heterotrimeren P2X-Rezeptors aus
drei verschiedenen Subtypen (P2X2/P2X4/P2X6) in einem heterologen Expressionssystem (An-
tonio et al. 2014). 
11
1.3 P2X-Rezeptoren
1.3.5 ATP-Bindungsstellen in Heteromeren und Untereinheitenstöchiometrie
Homomere P2X-Rezeptoren weisen drei äquivalente ATP-Bindungsstellen auf (u.a. Roberts et al.
2012; Hausmann et al. 2013). In heteromeren P2X-Rezeptoren hingegen unterscheiden sich alle
drei ATP-Bindungsstellen voneinander, auch wenn nur zwei P2X-Subtypen am Rezeptoraufbau
beteiligt sind: Eine homomere Bindungsstelle entsteht zwischen den zwei Untereinheiten, die
demselben Subtyp angehören (z.B. Kontakt zwischen P2X3/P2X3-Untereinheit). Die beiden an-
deren, heteromeren Bindungsstellen befinden sich je zwischen zwei Untereinheiten der beiden
verschiedenen, an der Rezeptorbildung beteiligten Subtypen. Sie unterscheiden sich dadurch,
dass jede beteiligte Untereinheit in der Bindung jeweils einmal die Funktion von chain A (mit
NBS 1 und 2) und chain B (mit NBS 3 und 4) einnimmt (z.B. Kontakt zwischen P2X3/P2X2 und
P2X2/P2X3). Die drei Bindungsstellen eines Heteromers können daher auch unterschiedliche Ei-
genschaften, zum Beispiel in Bezug auf ihre Agonistenbindungsaffiniät und -spezifität aufwei-
sen. (Saul et al. 2013)
Die pharmakologischen Eigenschaften eines P2X-Rezeptors werden von den biochemischen und
strukturellen Merkmalen der P2X-Subtypen bestimmt, aus denen er sich zusammensetzt. Daher
ist für die funktionelle Charakterisierung eines P2X-Heteromers zum einen entscheidend, wel-
che Subtypen an seinem Aufbau beteiligt sind, und zum anderen, welche Untereinheitenstö-
chiometrie vorliegt, das heißt, welcher Subtyp sich in der Über- oder Minderzahl befindet.
(Hausmann et al. 2012; Hausmann et al. 2015)
Im Falle des P2X2/3-Rezeptors ging man bislang von einer fixen Untereinheitenstöchiometrie
von einer P2X2- und zwei P2X3-Untereinheiten (1:2; (P2X2)1/(P2X3)2) aus (Jiang et al. 2003;
Wilkinson et al. 2006; Hausmann et al. 2012). Beim Heteromer P2X2/6 wurde eine 2:1-Stö-
chiometrie nachgewiesen (Hausmann et al. 2012). Allerdings belegte eine Untersuchung mittels
Atomkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM), dass P2X2/6 abhängig vom Expressi-
onslevel der beiden beteiligten Subtypen sowohl als Rezeptor mit einer 2:1 als auch mit einer
1:2-Stöchiometrie auftreten kann (Barrera et al. 2007). Diese Entdeckung legt die Vermutung
nahe, dass auch andere Heteromere je nach Expressionslevel ihrer Untereinheitensubtypen in va-
riablen Stöchiometrien vorliegen und dementsprechend funktionell unterschiedliche Phänotypen
ausbilden können. 
In meiner Arbeit untersuche ich die Untereinheitenstöchiometrie des rekombinanten P2X2/3-Re-
zeptors in Hinblick auf ihre Variabilität funktionell mithilfe der Ca2+-Fluoreszenzmikroskopie.
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1.4 Der P2X2/3-Rezeptor und seine Rolle im nozizeptiven System
Der P2X2/3-Rezeptor wurde bereits 1995 mittels Patch-Clamp-Technik in Neuronen des Gan-
glion inferius (syn. Ganglion nodosum) der Ratte nachgewiesen. Aufgefallen war er durch sein
langsames Desensitisierungsverhalten als Charakteristikum des P2X2A-Subtyps in Kombination
mit Stromantworten auf αβ-meATP, einem selektiven P2X3-Agonisten. (Lewis et al. 1995) Zahl-
reiche biochemische Untersuchungen bestätigten in der Folge die Zusammenlagerung von P2X2-
und P2X3-Untereinheiten zu Heterotrimeren. (Radford et al. 1997; Torres et al. 1999; Haus-
mann et al. 2012; Kowalski et al. 2015)
Native P2X2/3-Rezeptoren wurden neben homomeren P2X3-Rezeptoren in Neuronen der Spi-
nalganglien (dorsal root ganglion, DRG), sowie der sensiblen Ganglien trigeminale (Nervus tri-
geminus) und inferius (Nervus vagus) von Ratten und Mäusen entdeckt (Cook et al. 1997;
Thomas et al. 1998; Dunn et al. 2001; Petruska et al. 2002). Funktionelle Analysen mit Knock-
out-Mäusen gaben auch Hinweise auf die Präsenz von P2X2/3 in Neuronen vegetativer Gan-
glien und in sensiblen Afferenzen der Harnblase (Cockayne et al. 2005).
Ein Zusammenhang zwischen extrazellulärem ATP und Nozizeption bzw. der Entstehung von
Schmerz wurde erstmals 1976 vermutet, als menschliche Probanden nach subkutaner Injektion
von ATP akut Schmerzen entwickelt hatten. (Bleehen et al. 1976)
Der Begriff Nozizeption umfasst die physiologisch und biochemisch objektiv nachvollziehbaren
Mechanismen, die zur Entstehung der subjektiven Sinneswahrnehmung Schmerz führen. 
Mechanische, thermische oder chemische Reize, die den Körper potenziell oder tatsächlich schä-
digen können, werden von primär afferenten Nozizeptoren in Rezeptorpotenziale transduziert
und daraufhin in Aktionspotenziale transformiert. Nozizeptoren sind in beinahe allen Geweben
des Körpers vorhanden und befinden sich in den peripheren Endigungen von afferenten, pseudo-
unipolaren Neuronen, deren Perikarya in den sensiblen Spinalganglien sitzen. An der zentralen
Endigung des DRG-Neurons im Hinterhorn des Rückenmarks erfolgt die Transmission des No-
zizeptorsignals auf ein zweites Neuron, welches im selben Segment auf die Gegenseite kreuzt
und im lateralen Vorderseitenstrang (lat. tractus spinothalamicus lateralis) zum Thalamus zieht.
Im Thalamus wird der Reiz auf ein drittes Neuron umgeschalten, das die Information auf den
somatosensorischen Kortex (lat. gyrus postcentralis) überträgt (siehe Abb. 5). Durch die kortikale
Verarbeitung entsteht die bewusste, in Bezug auf Lokalisation und Intensität diskriminative
Wahrnehmung des Schmerzes. (Aumüller und Wurzinger 2010, S.1103 ff.; Speckmann et al.
2009, S. 68 ff.)
Im Rahmen von verschiedenen Arten pathologischer Prozesse wie Verletzungen oder Entzün-
dungen kommt es im betroffenen Gewebe, entweder durch Zelluntergang oder durch gezielte
13
1.4 Der P2X2/3-Rezeptor und seine Rolle im nozizeptiven System
Ausschüttung von umgebenden Zellen, zu
einer Erhöhung der extrazellulären ATP-
Konzentration (Burnstock 2013). P2X3 und
P2X2/3-Rezeptoren befinden sich an den
peripheren Nozizeptorendigungen der Spi-
nalganglienneurone und tragen durch ihre
Aktivierung über die Bildung von Aktions-
potienzialen zur Weiterleitung des Schmerz-
reizes in das Hinterhorn des Rückenmarks
bei. An den zentralen, präsynaptischen Endi-
gungen der DRG-Neurone sind neben P2X3
ebenfalls P2X2/3-Rezeptoren lokalisiert. Sie
scheinen in dieser Position wiederum für die
Erhöhung der extrazellulären ATP-Konzen-
tration zu sorgen und indirekt an der Aus-
schüttung von Glutamat beteiligt zu sein
(siehe Abb. 6). Beide Transmitter, ATP und
Glutamat, tragen zur Erregung des nachge-
schalteten Rückenmarkneurons und damit
zur Weiterleitung des nozizeptiven Reizes
bei. (Burnstock und Wood 1996; Gu und
MacDermott 1997)
Nozizeptive DRG-Neurone gehören entwe-
der zur Gruppe der schnell leitenden, myeli-
nisierten Aδ-Faser-Neurone oder zur Gruppe
der langsam leitenden, nicht-myelinisierten
C-Faser-Neurone (Snider und McMahon
1998). Unter den C-Faser-Neuronen gibt es
eine Subpopulation, die den Capsaicin-sen-
sitiven transienten Rezeptorpotenial-Katio-
nenkanal V1 (TRPV1) exprimiert. Seine
Bedeutung für die Entstehung von Schmerz
ist seit langem allgemein anerkannt. Insbe-
sondere für diese TRPV1-positiven C-Faser-
DRG-Neurone mit kleinem Soma-Durch-
messer wurde die Koexpression von P2X2-
Abb. 5: Nozizeption unter Beteiligung von P2X3 und
P2X2/3 (Wirkner et al. 2007)
Abb. 6: P2X3 und P2X2/3 an peripheren und zentralen En-
digungen des DRG-Neurons (Burnstock 2013) 
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und P2X3- Untereinheiten nachgewiesen, was eine Involvierung von P2X3- und P2X2/3-Rezepto-
ren in die Mechanismen der Nozizeption nahelegt. (Lewis et al. 1995; Chen et al. 1995; Wirkner
et al. 2007)
Bislang wurde in unterschiedlichen Untersuchungen an Tiermodellen nachgewiesen, dass eine
absolute oder relative Inaktivierung von P2X3 und P2X2/3-Rezeptoren zu herabgesetztem
Schmerzempfinden führt. So reduzierte die gentherapeutische Herunterregulierung der P2X3-
Proteintranslation bei Ratten sowohl akuten als auch chronischen Entzündungsschmerz sowie
neuropathischen Schmerz. (Barclay et al. 2002; Stone und Vulchanova 2003; Hemmings-Mieszc-
zak 2003; Dorn et al. 2004) Hinweise für eine Beteiligung an der Entstehung von Migräne und
Tumorschmerzen liegen ebenfalls vor (Wirkner et al. 2007). Studien mit P2X3- und P2X2/3-
Antagonisten (A317491, TNP-ATP) bestätigten deren analgetische Wirkung bei entzündlicher
Hyperalgesie (Oliveira et al. 2009; Xu et al. 2012).
1.5 Pharmakologische Eigenschaften von P2X2, P2X3 und P2X2/3
In meiner Arbeit sollen von unterschiedlichen Expressionslevels der Subtypen P2X2 und P2X3
Rückschlüsse auf die Untereinheitenstöchiometrie des P2X2/3-Rezeptors gezogen werden (1:2
oder 2:1). Dafür bietet es sich an, die bekannten pharmakologischen Eigenschaften von homo-
meren P2X2- und P2X3-Rezeptoren mit den Eigenschaften der heteromeren P2X2/3-Rezeptoren
zu vergleichen, die sich entweder bei einem Überschuss von P2X2-cDNA oder P2X3-cDNA bil-
den. Die pharmakologischen Profile von P2X2 und P2X3 werden in Bezug auf Charakteristika,
die in meiner Arbeit Anwendung finden, in Tabelle 2 beschrieben. 
P2X2 P2X3
Agonist αβ-meATP EC50 > 100 µM 
(Brake et al. 1994; Roberts et al. 2012)
EC50 = 1 - 2 µM 
(Lewis et al. 1995; Chen et al. 1995)
2-MeSATP EC50 = 1 µM 
(Evans et al. 1995; Lynch et al. 1999)
EC50 = 0,3 µM 
(Lewis et al. 1995; Chen et al. 1995)
Antagonist A-317491 Keine antagonistische Wirkung IC50 = 20 nM 
(Jarvis et al. 2002)
Modulator Erhöhung der Protonen-
konzentration
Positiver modulatorischer Effekt
(Stoop et al. 1997; Clyne et al. 2002)
Negativer modulatorischer Effekt
(Stoop et al. 1997; Gerevich et al. 2007)
Tab. 2: Pharmakologische Profile von homomeren P2X2- und P2X3-Rezeptoren (aus Coddou et al. 2011) 
EC50 = mittlere effektive Konzentration
IC50 = mittlere inhibitorische Konzentration
nM = Nanomolar, µM = Mikromolar
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Bislang wurden die pharmakologischen Eigenschaften des P2X2/3-Rezeptors als ähnlich denen
des homomeren P2X3-Rezeptors beschrieben, mit der Ausnahme, dass P2X2/3 ein langsames De-
sensitisierungsverhalten zeigt. In diesem Punkt gleicht er dem ebenfalls langsam desensitisie-
renden homomeren P2X2-Rezeptor der Splice-Variante A. (Coddou et al. 2011)
αβ-Methylen-ATP (αβ-meATP) ist ein selektiver Agonist des P2X1, P2X3- und P2X2/3-Rezeptors.
Am P2X2-Rezeptor wirkt es erst in sehr hoher Konzentration agonistisch. 2-Methylthio-ATP (2-
MeSATP) ist ebenso wie αβ-Methylen-ATP ein Strukturanalogon von ATP und stellt einen nicht-
selektiven Agonisten an P2X- und P2Y-Rezeptoren dar.
(Jacobson et al. 2002; Gever et al. 2006) HEK293-Zel-
len, die in meiner Arbeit als heterologes Expressions-
system dienen, exprimieren P2Y-Rezeptoren endogen.
Bindet 2-MeSATP an die metabotropen P2Y-Rezepto-
ren, steigt die [Ca2+]i durch Entleerung intrazellulärer
Ca2+-Speicher und beeinflusst so die Ergebnisse des
Ca2+-Imaging (siehe Abb. 7). (Fischer et al. 2003) Diese
Verfälschung der Ergebnisse durch die P2Y-Rezeptor-
aktivität wird bei der Auswertung der Experimente mit
2-MeSATP durch den Abzug einer MOCK-Transfekti-
onskurve korrigiert. 
A-317491 ist ein selektiver, kompetitiver Antagonist von P2X3 und P2X2/3. Auf P2X2 hat er
keinen antagonistischen Effekt (Jarvis et al. 2002). Wegen seiner günstigen pharmakokineti-
schen Eigenschaften, z.B. wegen seiner hohen Bioverfügbarkeit bei subkutaner Applikation, gilt
A-317491 als potenzieller zukünftiger Arzneimittelwirkstoff (Donnelly-Roberts et al. 2008). 
Vom Subtyp P2X2 sind drei verschiedene Varianten bekannt, die durch alternatives Spleißen
(engl. splicing) in verschiedenen Geweben entstehen. Variante A entsteht aus der vollen Länge
der P2X2-DNA-Sequenz und zeigt, wie bereits erwähnt, ein langsames Desensitisierungsverhal-
ten. Die Varianten B und E entstehen durch splicing an dem DNA-Abschnitt, der für das C-ter-
minale Ende des P2X2-Proteins kodiert. Sie desensitisieren beide erheblich schneller als Variante
A, die in der vorliegenden Arbeit Verwendung findet (Coddou et al. 2011). Sie eignen sich daher
weniger gut, um P2X2 funktionell von anderen schnell desensitisierenden P2X-Subtypen wie
P2X3 zu unterscheiden. 
Abb. 7: Schematische Darstellung eines G-
Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptors mit sie-
ben Transmembrandomänen neben einem
P2X-Rezeptor
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1.6 Das Ziel meiner Arbeit
Schmerzen in unterschiedlichen Qualitäten und Intensitäten gehen mit vielen Erkrankungen
einher und bewirken bei den Betroffenen häufig einen hohen Leidensdruck. Um eine Chronifi-
zierung von akuten Schmerzzuständen zu verhindern, ist eine frühzeitige und wirksame anal-
getische Pharmakotherapie in vielen Fällen von entscheidender Bedeutung. In der
medikamentösen Schmerztherapie kommen derzeit zahlreiche Opioid- und Nicht-Opioid-
Analgetika (z.B. NSAR) zum Einsatz, bei deren Gabe jedoch verschiedene Kontraindikationen
(z.B. eingeschränkte Nierenfunktion bei NSAR) und potenzielle Nebenwirkungen (z.B. Erosio-
nen im Gastrointestinaltrakt bei NSAR, spastische Obstipation, sedierender Effekt bei Opioiden)
beachtet werden müssen. (Mutschler et al. 2013, S.194 ff.)
Um die Bandbreite an Behandlungsstrategien für Schmerzen zu erweitern, ist die Entwicklung
von neuen analgetisch wirksamen Arzneimitteln von großem Interesse. P2X3- und P2X2/3-Re-
zeptoren an den peripheren und zentralen Endigungen von sensiblen DRG-Neuronen spielen
eine Rolle im nozizeptiven System und insbesondere bei der Entstehung von akuten und chro-
nischen Schmerzen, die durch Verletzungen, Entzündungen, Tumorerkrankungen und Neuro-
pathien ausgelöst werden. Damit stellen sie einen potenziellen pharmakologischen Angriffspunkt
für Analgetika dar. (Wirkner et al. 2007; Burnstock 2013)
Zwei verschiedene Untereinheitenstöchiometrien 1:2 und 2:1 bei nativen heteromeren P2X2/3-
Rezeptoren könnten aufgrund von unterschiedlichen pharmakodynamischen Eigenschaften der
beiden Rezeptorvarianten einen Einfluss auf die pharmakologische Steuerung der P2X2/3-Ak-
tivität, etwa durch selektive Antagonisierung, haben. Um festzustellen, ob eine solche funktio-
nelle Diversität von (P2X2)1/(P2X3)2 und P2X2)2/(P2X3)1 besteht, und um diese gegebenenfalls
zu charakterisieren, erzeuge ich in meiner Arbeit durch Modifikation der transienten Transfek-
tion in einem heterologen Expressionssystem einen Überschuss einmal von P2X2- und einmal
von P2X3-Untereinheiten und untersuche die heteromeren Rezeptoren mittels Mutagenese-Ex-
perimenten, pH-Wert-Veränderung und Einsatz des selektiven Antagonisten A-317491 im Hin-
blick auf etwaige Unterschiede ihrer funktionellen Eigenschaften. 
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2 Material und Methoden
2.1 Zellkultur
2.1.1 HEK293-Zellen
Für die Experimente wurden HEK(human embryonic kidney)293-Zellen verwendet. Es handelt
sich um Zellen aus Nierengewebe, die initial 1973 von einem menschlichen Embryo isoliert und
mit Teilen des Adenovirus 5 transformiert worden waren (Graham et al. 1977). HEK293-Zellen
und ihre Derivate wurden in der Folge zu einer der am häufigsten eingesetzten Zelllinien im
Rahmen von zellbiologischer Forschung (Stepanenko und Dmitrenko 2015). Sie eignen sich ins-
besondere für Transfektionsstudien, da sie einfach zu kultivieren sind und rekombinante DNA
zuverlässig exprimieren (Thomas und Smart 2005). 
Die HEK293-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kultiviert, das zu-
sätzlich 4,5 mg/ml D-Glukose, 10 % fötales Kälberserum und 2 mM L-Glutamin enthielt. Im In-
kubator lag die Temperatur bei 37 °C, die Luftfeuchtigkeit bei 95 % und der CO2-Gehalt bei 5 %.
Die Zellen wuchsen auf dem Boden von Zellkulturflaschen (75 x 25 mm) in einem einschichti-
gen Zellrasen und wurden ab einer Konflueszenz von etwa 80 % jeweils in eine neue Kulturfla-
sche passagiert. Es erfolgten maximal 30 Passagen bis zur Herstellung einer neuen Kultur aus
kryokonservierten HEK-Zellen.
2.1.2 Plasmide 
Die cDNAs des hP2X2-Rezeptors (Splice-Variante A) und des hP2X3-Rezeptors waren mit Hilfe
der Restriktionsenzyme PstI und EchoRI in die Vektoren pIRES2-Ds-Red (hP2X2A) und pIRES2-
EGFP (hP2X3) eingebracht worden (Hausmann et al. 2012). Die bicistrionischen lentiviralen
IRES(internal ribosome entry site)-Vektoren stellten sicher, dass eine P2X-Untereinheit und ein
fluoreszierendes Protein Ds(discosoma species)-Red oder EGFP (enhanced green fluorescent pro-
tein) von einer Zelle jeweils simultan exprimiert wurden (siehe Angaben des Herstellers Clon-
tech). Anhand der roten oder grünen Fluoreszenz konnten für die Experimente so gezielt Zellen









Die hP2X2- und hP2X3-Austauschmutanten-
cDNAs wurden durch ortspezifische Mutage-
nese nach dem Protokoll von QuikChange
(Stratagene) erzeugt (Hausmann et al. 2012;
Kowalski et al. 2014). In der mutierten Un-
tereinheit wurde je eine hoch konservierte,
positiv geladene Aminosäure Lysin (K) durch
eine ungeladene, hydrophobe Aminosäure Alanin (A) ausgetauscht. Die Position der ausge-
tauschten Aminosäure in der Aminosäuresequenz der Rezeptoruntereinheit wird mit der Zahl in
der Mitte des Mutantennamens angegeben. Für die vorliegende Arbeit wurden von hP2X2 zu
hP2X3 in ihrer Mutationsposition homologe Austauschmutanten verwendet (siehe Tab. 4).
2.1.4 Transfektion
Für die transiente Transfektion wurden HEK293-Zellen zunächst vom Boden einer etwa viertägig
inkubierten Zellkulturflasche durch vorsichtiges Absaugen und Spülen mit 2 ml DMEM gelöst.
Je drei Tropfen der Zellsuspension wurden auf ein unbeschichtetes Deckglas (Durchmesser 30
mm, Höhe 0,14 mm) in eine Zellkulturschale (Durchmesser 30 mm) in 1,5 ml DMEM ausgesäht.
Jede Schale wurde mit einer Mischung aus 0,5 µg (homomere P2X2- und P2X3-Rezeptoren, he-
teromere P2X2-wt/P2X3-wt-Rezeptoren) bzw. 0,75 µg (heteromere P2X2-mut/P2X3-wt- und
P2X2-wt/P2X3-mut-Rezeptoren) Plasmid-DNA, 10 µl Polyfect-Transfektionsreagenz und 100 µl
Opti-MEM versehen und 18 bis 20 Stunden inkubiert. Anschließend wurde das Medium aus den
Zellkulturschalen entfernt und durch 2 ml Opti-MEM ersetzt. 
Bei Experimenten mit heteromeren P2X2/3-Rezeptoren wurden die Plasmide je nach gewünsch-
ter Rezeptoruntereinheitenstöchiometrie in der entsprechenden Menge kombiniert (siehe Tab. 5).
NBS 1 NBS 4
P2X2 K69A K307A
P2X3 K63A K299A
Tab. 4: Für meine Arbeit ausgewählte inaktive und einge-
schränkt aktive P2X2- und P2X3-Mutanten (Fischer et al.







(P2X2-wt)1/(P2X3-wt)2 1:2 0,16 µg : 0,32 µg
(P2X2-wt)2/(P2X3-wt)1 4:1 0,40 µg : 0,10 µg
(P2X2-mut)1/(P2X3-wt)2 1:2 0,25 µg : 0,50 µg
(P2X2-mut)2/(P2X3-wt)1 4:1 0,60 µg : 0,15 µg
(P2X2-wt)1/(P2X3-mut)2 1:2 0,25 µg : 0,50 µg
(P2X2-wt)2/(P2X3-mut)1 4:1 0,60 µg : 0,15 µg
Tab. 5: Rezeptorphänotyp mit dafür ausgewähltem Transfektions- und Plasmid-Mengen-Verhältnis
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2.1 Zellkultur
Die Zellen wurden vom zweiten bis zum vierten Tag post transfectionem für die Ca2+-Imaging-
Experimente verwendet.
2.2 Ca2+-Imaging
In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode des Ca2+-Imaging angewandt. Sie beruht auf der
Bestimmung der Veränderung von intrazellulären Ca2+-Konzentrationen, die durch die Aktivie-
rung von P2X-Rezeptoren ausgelöst werden. Ca2+ in lebenden HEK293-Zellen wurde zu diesem
Zweck mit einem fluoreszierenden Indikatorfarbstoff markiert und mittels fluoreszenzmikro-
skopischer Analyse in verschiedenen Versuchsreihen quantifiziert. 
2.2.1 Fura-2
Für die Experimente wurde Fura-2 als Ca2+-Indikator verwendet. Die Vorstufe Fura-2-AM ist
zellmembranpermeabel und wird intrazellulär durch Esterasen zur aktiven und nicht mem-
brangängigen Form Fura-2 hydrolysiert (Tsien 1989; siehe auch Angaben des Herstellers Sigma-
Aldrich).
Fura-2 wurde 1985 von Roger Tsien und Kollegen synthetisiert und ist seither ein gebräuchli-
cher Fluoreszenzfarbstoff für Ca2+ (Patel et al. 2013). Es bindet mit einer hohen Selektivität in
einer Stöchiometrie von 1:1 an Ca2+-Ionen. Fura-2-Ca2+-Komplexe haben ihr Absorptionsmaxi-
mum bei einer Wellenlänge von 340 nm, freie Fura-2-Moleküle dagegen bei einer Wellenlänge
von etwa 360 nm (siehe Abb. 8). Diese unterschiedlichen Exzitationsspektren stellen eine ent-
scheidende Qualität von Fura-2 dar, denn sie erlauben die Abschätzung der intrazellulären Ca2+-
Konzentration anhand einer Verhältnis-Berechnung. Bei λ = 340 nm und  λ = 380 nm unter-
scheiden sich die Fluoresenzintensitäten von Fura-2-Ca2+-Komplexen und freien Fura-2-
Molekülen am stärksten voneinander. Das Verhältnis (engl. ratio) der Fluoreszenzintensitäten
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2.2 Ca2+-Imaging
Abb. 8: Exzitationsspektrum von Fura-2 in Abhängigkeit
von der Ca2+-Konzentration. Blaue Titrationskurve: Ca2+-
freies Medium; rote Titrationskurve: maximale Konzen-
tration an freiem Ca2+ (43,5 µM). Bei Wellenlängen von
340 nm und 380 nm bestehen die größten  Differenzen














(FR) bei  λ = 340 nm und  λ = 380 nm wird in eine Kalibrationsgleichung eingesetzt, die nach
[Ca2+]i aufgelöst wird. Auf diese Weise ist das Ergebnis unabhängig von verschiedenen Störva-
riablen wie unterschiedlicher Dicke der Präparate oder ungleichmäßiger Indikatorkonzentra-
tion in den verschiedenen betrachteten Zellen. (Grynkiewicz et al. 1985)
2.2.2 Fluoreszenzmikroskopie 
Ziel der Fluoreszenzmikroskopie ist es, die Intensität von Fluoreszenz zu messen. Die Schwie-
rigkeit besteht dabei darin, dass die Intensität des Fluoreszenzlichts im Vergleich zur Intensität
des Anregungslichtes sehr schwach ist. Deshalb müssen für die entsprechenden Wellenlängen ge-
eignete Lichtfilter und dichroitische Strahlteiler eingesetzt werden (Sanderson 2014). In der
vorliegenden Arbeit wurden Wellenlängen von 340 nm und 380 nm für die Exzitation gewählt.
Die Emission wurde bei Wellenlängen um 510 nm gemessen.
2.3 Datengewinnung
2.3.1 Arbeitsplatz
Für die Experimente wurde ein invertiertes Epifluoreszenzmikroskop (Olympus IX 70) verwen-
det. Als Lichtquelle für die Fluoreszenzbilder diente eine Hochdruck-Xenonbogenlampe (75 Watt),
die in einen Monochromator (Till Photonics Polychrome II) integriert war. Für die orientierende
Betrachtung der Zellen im Durchlichtverfahren war zusätzlich eine Quarz-Halogenlampe (12 Volt,
100 Watt) über dem Objekttisch angebracht. 
Das zu verwendende Objektiv und die Fokussierung wurden jeweils manuell eingestellt. In der




Fura-2-Fluoreszenz 340 nm und 380 nm 510 nm
Rotfluoreszenz 545 ± 25 nm 605 ± 70 nm
Grünfluoreszenz 460 nm bis 495 nm 510 nm
Tab. 6: Exzitations- und Emissionswellenlängen für den jeweiligen Fluoreszenzbereich
Eine vierte Position in der Filtertrommel blieb leer und wurde für die rein lichtmikroskopische
Betrachtung der Zellen verwendet.
Der Objektivwechselrevolver war mit drei verschiedenen Objektiven ausgestattet. Die zwei
schwächeren Objektive wurden zur Orientierung auf dem Objektträger eingesetzt, sie vergrö-
ßerten das Bild 10- und 20-fach bei numerischen Aperturen (NA) von 0,3 und 0,5. 
2.3 Datengewinnung
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Die numerische Apertur ist ein Maß für die Lichtmenge, die ein Objektiv einfangen kann. Sie er-
rechnet sich aus dem Produkt aus dem Brechungsindex n des Mediums zwischen Objektträger
und Frontlinse des Objektivs sowie dem Sinus von dessen halbem Öffnungswinkel α (NA = n x
sin α). Die NA gibt damit einen Hinweis auf das Auflösungsvermögen eines Objektivs. Je größer
die NA, desto höher ist das Auflösungsvermögen. (Danz 2005) 
Für die Experimente selbst wurde ein Ölimmersionsobjektiv mit 40-facher Vergrößerung und
einer NA von 1,35 verwendet. Diese Kombination aus Ölimmersion und hoher NA sicherten eine
optimale Auflösung für die verwendeten Wellenlängen λ. (Olympus IX70 Fluorescence and TIRF
Microscope Operations Manual)
Im Objekttisch befand sich eine kreisrunde Aussparung, in die als Objektträger ein maßgefer-
tigter Kunststoffring mit dem transparenten Deckgläschen und den darauf anhaftenden Zellen
eingesetzt werden konnte. Dank eines eingepassten Aufsatzes entstand über dem Deckglas eine
Wanne für etwa zwei Milliliter Ringerlösung, die während eines Experimentes kontinuierlich
ausgetauscht wurden. Im Aufsatz war seitlich in einer Öffnung ein kleiner Schlauch befestigt, der
an eine Absaugpumpe angeschlossen war. 
Über dem Objekttisch war eine verstellbare feine Quarzglaspinzette (Durchmesser 200 µm)
montiert, die über Kunststoffschläuche mit den 12 Reservoirs eines DAD(drug application de-
vice)-Superfusions-Systems (ALA Scientific Instruments) verbunden war. Die Applikation von
Substanzen während der Experimente erfolgte druckkontrolliert nach Protokollen, die mit der
Software DADport auf dem angeschlossenen Laptop erstellt wurden. 
Ein Trinokular stellte den optisch wirksamen Teil des Mikroskops dar. Zur Betrachtung der Zel-
len stand ein Binokular mit 10-facher Vergrößerung zur Verfügung. Der dritte optische Kanal war
mit einer Peltier-gekühlten CCD(charge-coupled device)-Digitalkamera (IMAGO, Till Photonics)
verbunden. Sie dokumentierte die Experimente mit Fotos, die mithilfe der Software Tillvision
(Version 4.0, Till Photonics) graphisch und numerisch ausgewertet wurden. 
2.3.2 Ablauf eines Experiments
Zu Beginn eines Experimentes wurde eine Zellkulturschale mit transfizierten Zellen ausgewählt
und mit 4 µl Fura-2-AM der Konzentration 2,5 µmol/l versehen. Ab diesem Zeitpunkt wurde
die Kulturschale konsequent vor unnötigem Lichteinfall geschützt, um ein vorzeitiges Ausblei-
chen des Fluoreszenzfarbstoffes (photobleaching) zu verhindern. Zudem galt es, den schädigen-
den Effekt des Lichts auf die mit Fura-2 beladenen Zellen (photodynamic damage) zu reduzieren.
(Tsien 1989) Die Schale wurde eine Stunde lang mit dem Ca2+-Indikator inkubiert.
Währenddessen wurde der Ca2+-Imaging-Arbeitsplatz vorbereitet. Am Messplatz lag durchgän-
gig Zimmertemperatur mit Schwankungen von 20 bis 24 °C vor. Die Ringerlösung, die während
der Experimente als Extrazellulärlösung zum Ein-
satz kam, wurde auf Basis von zweifach destillier-
tem Wasser gemischt (Zusammensetzung siehe
Tab. 7). Ihr gewünschter pH-Wert von 7,4 wurde
mit einem pH-Meter kontrolliert. 
Abhängig vom Protokoll für den jeweiligen Ver-
suchstag wurden Substanzlösungen in den benö-
tigen Konzentrationen hergestellt und in die
entsprechenden Reservoirs des Superfusions-Sys-
tems gefüllt. 
Nach Ablauf der 60-minütigen Inkubationszeit wurde das Fura-2-haltige Medium aus der Zell-
kulturschale entfernt. Die Zellen wurden zweimal vorsichtig mit je 2 ml Ringerlösung gespült.
Anschließend wurde der dünne Glas-Chip, auf dem die Zellen angewachsen waren, mit einer
Pinzette vom Boden der Kulturschale angehoben und in den Kunststoffring eingesetzt, der an-
schließend auf dem Objekttisch positioniert wurde. Durch den eingepassten Aufsatz über dem
Glas-Chip entstand eine Perfusionswanne, in der durch eine Rollerpumpe und die Absaugung ein
konstanter Austausch von Ringerlösung mit einer Flussrate von 0,8 ml/min während der ge-
samten Experimentdauer gewährleistet war. Durch den kontinuierlichen Austausch der Extra-
zellulärlösung wurde sichergestellt, dass applizierte Substanzen während dem Ablauf des
Versuchsprotokolls schnell ausgewaschen wurden.
Anschließend erfolgte die Betrachtung der Zellen sowohl im Durchlicht als auch mit den ent-
sprechenden Einstellungen für Rot- und Grünfluoreszenz. Ziel war es, eine geeignete Gruppe von
Zellen zu finden, die je nach Fragestellung des jeweiligen Versuchstages rot und bzw. oder grün
fluoreszierten als Zeichen dafür, dass sie die erforderlichen P2X-Untereinheiten exprimierten.
Zudem sollten die Zellen weder einzeln stehen noch überlappen. Morphologische Kriterien wie
runde, gleichmäßige Form, mittlere Größe und nicht zu vakuolenreiches Zytosol wurden zu-
sätzlich bei der Auswahl berücksichtigt. 
War unter Betrachtung mit dem Ölimmersionsobjektiv in 400facher-Vergrößerung (40 (Objek-
tiv) x 10 (Binokular)) ein passender Objektausschnitt eingestellt und fokussiert, so wurde die
Quarzpipette des DAD vorsichtig unter optischer Kontrolle mithilfe des Binokulars ungefähr
300 µm oberhalb der Zellen fixiert. Eine korrekte Position der Pipette war überaus wichtig für
verlässliche Ergebnisse des Experimentes: Saß sie zu dicht an den Zellen, bestand das Risiko,
dass die Zellen während der Substanzapplikation weggespült wurden. War die Pipette hingegen
zu weit entfernt, erreichte die Substanz die Zellen verzögert und das ausgelöste Ca2+-Signal



















Tab. 7: Zusammensetzung der Extrazellulärlösung
Mithilfe der Tillvision-Software wurden mit den Einstellungen für Rot-, Grün- und Fura-2-
Fluoreszenz Ausgangsfotos aufgenommen, auf denen die zu untersuchenden Zellen manuell ein-
gekreist und als ROIs (ranges of interest) markiert wurden. Die ROIs stellten die Grundlage für die
darauffolgenden Einzelzell-Ca2+-Analysen dar. Das Fura-2-Foto diente der Software als Basis für
die Berechnung der Schwankungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration während des Experi-












Emissionswellenlänge (nm) 540 470 380
Expositionszeit (ms) 60 30 8
Tab. 8: Fotoeinstellungen
Die Expositionszeit beschreibt die Dauer der Beleuchtung mit Anregungslicht für die Aufnahme
eines Fotos. Je schwächer die Leuchtkraft des Fluorophors, desto länger muss beleuchtet wer-
den. Eine möglichst kurze Expositionszeit dient im Gegensatz dazu der Vermeidung des Bleich-
Effekts. Außerdem bestand durch manuelles Schließen einer Blende am Ölimmersionsobjektiv
zusätzlich die Möglichkeit, die auf die Zellen einwirkende Lichtquantität zu reduzieren.
Nun wurde das Versuchsprotokoll gestartet. Die Tillvision-Software, die die Aufnahme der Fotos
steuerte, lief synchron mit der DAD-Software, die den zeitlichen Ablauf der Substanzgabe ko-
ordinierte. In den drei verschiedenen Experimentkomplexen verliefen die Protokolle weitgehend
nach dem gleichen Prinzip: Waschphasen, in denen die Zellen mit Ringerlösung gespült werden,
wechselten sich mit Substanzphasen ab, in denen Agonisten sowohl in unterschiedlicher Kon-
zentration als auch bei verschiedenen pH-Werten oder zusammen mit Antagonisten appliziert
wurden. Exemplarisch dargestellt ist hier das Registrat einer ROI aus dem Protokoll für eine
Dosis-Wirkungs-Kurve mit dem Agonisten αβ-meATP (Abb. 9, Tab. 9).
Abb. 9: Originalregistrat einer mit (hP2X2-
wt)/(hP2X3-wt)-1:2 transfizierten HEK293-Zelle bei
αβ-meATP-Gaben in aufsteigender Konzentration. 
Protokollschritte 1 bis 15 gemäß Tabelle 9. 
Ungerade Zahlen (1, 3, ...) entsprechen Wasch-
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Während den Substanzapplikationen mit einer Dauer von je sieben Sekunden wurden bei ab-
wechselnder Belichtung mit  λ = 340nm und  λ = 380nm pro Sekunde vier Fotos aufgenommen.
Die emittierten Fluoreszenzintensitäten FI wurden auf den Fotos festgehalten und miteinander
in Verhältnis gesetzt (FR, fluorescence ratio). Dabei korrelierte die Veränderung der FR (∆FR)
direkt mit der Veränderung der [Ca2+]i. Während der Waschphasen wurden die Fluoreszenz-
intensitäten auf dieselbe Weise betrachtet, allerdings mit einer niedrigeren Fotofrequenz von
3/min, zum einen um Belichtungszeit einzusparen, zum anderen, weil in den Waschphasen
keine schnelle Änderung der [Ca2+]i zu erwarten war. 
Die Dauer eines Experimentes variierte je nach Protokolltypus von 39 min, 33 sec (verkürzte
Dosis-Wirkungs-Kurve, vier Applikationen) bis 70 min, 37 sec (gesamte Dosis-Wirkungs-Kurve,
sieben Applikationen). Pro Zellkulturschale wurden maximal drei Experimente durchgeführt,
bevor sie verworfen wurde. Der Ausbleicheffekt sowie mechanische und pharmakologische
Belastung durch die Substanzapplikationen begrenzten die Aussagekraft des Ca2+-Signals der
Zellen zeitlich auf etwa drei Stunden. 
2.3 Datengewinnung
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1 Waschphase Ringer 02:00 3/min 00:00 - 02:00
2 Substanzphase 10 µM α,β-meATP 00:07 4/sec 02:00 - 02:07
3 Waschphase Ringer 10:18 3/min 02:07 - 12:25
4 Substanzphase 1 µM α,β-meATP 00:07 4/sec 12:25 - 12:32
5 Waschphase Ringer 10:18 3/min 12:32 - 22:50
6 Substanzphase 3 µM α,β-meATP 00:07 4/sec 22:50 - 22:57
7 Waschphase Ringer 10:18 3/min 22:57 - 33:15
8 Substanzphase 10 µM α,β-meATP 00:07 4/sec 33:15 - 33:22
9 Waschphase Ringer 10:18 3/min 33:22 - 43:40
10 Substanzphase 30 µM α,βmeATP 00:07 4/sec 43:40 - 43:47
11 Waschphase Ringer 10:18 3/min 43:47 - 54:05
12 Substanzphase 100 µM α,βmeATP 00:07 4/sec 54:05 - 54:12
13 Waschphase Ringer 10:18 3/min 54:12 - 64:30
14 Substanzphase 300 µM α,βmeATP 00:07 4/sec 64:30 - 64:37
15 Waschphase Ringer 06:00 3/min 64:37 - 70:37
Tab. 9: Musterprotokoll für Dosis-Wirkungs-Kurven-Experimente (vereinfachte Darstellung)
2.4 Datenauswertung
Die erhobenen Daten wurden mithilfe von vorprogrammierten Makros in MS Excel (Windows
8 und 10) übertragen. In Excel wurden aus den ∆FR-Werten der einzelnen ROIs Mittelwerte
und Standardfehler (S.E.M.) für alle ROIs einer Experimentreihe berechnet. Diese Daten wur-
den mit den Programmen SigmaPlot (Version 13) bzw. Origin (Version 17G) in Graphikform ge-
bracht und statistisch ausgewertet. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde sichergestellt, dass die
Grundgesamtheit der Messergebnisse für einzelne ROIs, anhand derer Dosis-Wirkungs-Kurven
erstellt wurden, normalverteilt waren. Unterschiede zwischen je zwei Dosis-Wirkungs-Kurven
wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (One-Way ANOVA, engl. analysis of variance)
auf ihre Signifikanz überprüft. Zusätzlich wurden Post-hoc-Tests nach Holm-Sidak und Bonfer-
roni durchgeführt. In den Versuchskomplexen, in denen es um den Grad von Inhibition ging, also
pH-Wert- und Antagonisten-Experimente, wurde der Mann-Whitney-Test als Signifikanztest ver-
wendet, da die Vergleichsgruppen hier nicht normalverteilt sind. Das Signifikanzniveau wurde
auf 5 % festgelegt (p < 0,05). Ein Unterschied von mehr als 5 % zwischen den jeweiligen Ver-




3.1 Nomenklatur zur Untereinheitenstöchiometrie
Im Folgenden zeige ich die Untereinheitenanzahl eines P2X-Subtyps, die in einer heterotrime-
ren Rezeptorkonstellation vorhanden ist, jeweils mit einer tief gestellten „1“ oder „2“ nach der
Subtypenbezeichnung an. Diese Nomenklatur weicht von der gängigen IUPHAR-Schreibweise
ab, scheint aber für die Fragestellung meiner Arbeit sinnvoll. So gehen aus einem Transfekti-
onsverhältnis P2X2/P2X3-1:2 hauptsächlich (P2X2)1/(P2X3)2-Heteromere hervor, während das
Transfektionsverhältnis P2X2/P2X3-4:1 die Zusammenlagerung von (P2X2)2/(P2X3)1-Hetero-
meren befördert. 
3.2 Versuchskomplex I: Experimente mit hP2X2- und hP2X3-Mutanten
Im Versuchskomplex I wurden mithilfe von Agonistenapplikationen in aufsteigender Konzen-
tration Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt, um die Funktion von homo- und heteromere Rezeptor-
konstellationen aus beiden Transfektionsverhältnissen miteinander vergleichen zu können. Auf
der Ordinate der Dosis-Wirkungs-Kurven sind linear aufsteigend die Veränderung der fluores-
cence ratio (∆FR) abgebildet. Auf der Abzisse werden die Agonistenkonzentrationen logarith-
misch aufsteigend dargestellt. Die Kurven wurden mit der Hill-Gleichung berechnet, verlaufen
sigmoidal und sind durch drei Parameter charakterisiert: 
• Der maximale Effekt (Emax), angegeben in ∆FR, stellt eine Annäherung an die maximale Än-
derung der FR (und damit der [Ca2+]i) dar, die durch die Rezeptorwirkung in der Zelle er-
zielt werden kann. Emax steht damit für die Wirkungsstärke des Agonisten am jeweiligen
Rezeptor.
• Die mittlere effektive Konzentration (EC50), angegeben in µM, gibt die Agonistenkonzentra-
tion an, bei deren Applikation 50 Prozent des maximalen Effekts (Emax) eintritt. Je größer
EC50, desto geringer ist die Affinität des Agonisten an den betreffenden Rezeptor. 
• Der Hill-Koeffizient (nH), angegeben ohne Einheit, ist ein Maß für die Steilheit der Kurve
und misst die Kooperativität bei Vorhandensein mehrerer Agonistenbindungsstellen in einem
Enzym oder Rezeptor. Die Kooperativität beschreibt die Veränderung der Agonistenaffinität
einzelner Bindungsstellen eines Rezeptors durch die Besetzung benachbarter Bindungsstellen.
Ist der Hill-Koeffizient nH größer 1, liegt eine positive Kooperativität vor. Das bedeutet, dass
die Besetzung der ersten Agonistenbindungsstelle in einem Rezeptor die Agonistenaffinität
der übrigen Bindungsstellen steigert. Je größer nH, desto steiler fällt die Dosis-Wirkungs-
Kurve aus und desto schneller sind alle Agonistenbindungsstellen eines Rezeptorproteins be-
setzt. (Mutschler et al. 2013; Heinrich et al. 2014, S.120 f.)
3.2 Versuchskomplex I: Experimente mit hP2X2- und hP2X3-Mutanten
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Für die Kurven wurden die Veränderungen der FR bei Agonistenapplikation in aufsteigender
Konzentration von 1, 3, 10, 30, 100 und 300 µM betrachtet. Vor der Gabe der niedrigsten Dosis
von 1 µM erfolgte jedoch regelhaft eine Substanzapplikation von 10 µM, deren Antwort nicht
in die Ergebnisauswertung einfließt. In ähnlich konzipierten Arbeiten war gezeigt worden, dass
die Antworten auf die erste Substanzapplikation beim Ca2+-Imaging nicht reproduziert werden
können (Hausmann et al. 2012). Sie werden daher als eine Art nicht verwertbare „Aufwach-
reaktion“ (sog. wake-up) betrachtet. 
3.2.1 Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Wildtyp-Rezeptorvarianten
Zunächst wird die Wirkung des selektiven Agonisten αβ-meATP auf den homomeren hP2X3-
Wildtyp-Rezeptor sowie die hP2X2/hP2X3-Wildtyp-Heteromeren in den Transfektionsverhält-
nissen 1:2 und 4:1 betrachtet (siehe Abb. 10. Die korrespondierenden Daten zu Abb. 10 finden
sich in Tab. 10 unter Ergänzende Daten, 5. Analog dazu die Daten zu Abb. 11, 12, 13, 14, 15,
18 und 19 in Tab. 11 bis 17.)
Abb. 10A zeigt die resultierenden Konzentrations-Wirkungs-Kurven. Die Kurve für P2X3-wt hat
den niedrigsten Emax-Wert und den höchsten Hill-Koeffizienten, ist also am steilsten. Die Kurve
für P2X2-wt/P2X3-wt-4:1 hingegen weist mit Abstand den höchsten Emax-Wert beim kleinsten
3.2 Versuchskomplex I: Experimente mit hP2X2- und hP2X3-Mutanten
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Abb. 10: Betrachtung der drei Wildtyp-Rezeptorvarianten hP2X3wt sowie (hP2X2-wt)/(hP2X3-wt)-1:2 und -4:1 
A Dosis-Wirkungs-Kurven mit αβ-meATP in aufsteigender Konzentration (1 – 300 µM)
B Vergleich der Fluoreszenz-Verhältnisse der drei betrachteten Wildtyp-Rezeptorvarianten bei 100 und 300 µM αβ-
meATP. Statistische Auswertung mit p < 0,05. Das Kreuz (+) bedeutet einen signifikanten Unterschied der jewei-
ligen Säule im Vergleich zur hP2X3-Säule (One-Way-ANOVA). Der Paragraph (§) zeigt jeweils einen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden verglichenen Säulen an (One-Way-ANOVA).






nH auf. Auch die Kurve von P2X2-wt/P2X3-wt-1:2
fällt flacher aus als die des homomeren P2X3-wt-
Rezeptors.
Der statistische Vergleich der drei Kurven (Abb.
10B) ergibt, dass sich die Antworten auf 100 und
300 µM αβ-meATP sowohl von P2X2-wt/P2X3-
wt-1:2 als auch -4:1 signifikant von denen des ho-
momeren P2X3-wt unterscheiden. Vergleicht man
dieselben Antworten von P2X2-wt/P2X3-wt-1:2
und -4:1 jeweils miteinander, stellt man auch hier
bei beiden Paaren einen signifikanten Unterschied
zueinander fest. 
Zu Anfang meiner experimentellen Arbeit habe ich
das Protokoll für eine gesamten Dosis-Wirkungs-
Kurve mit Applikation von 10, 1, 3, 10, 30, 100 und
300 µM des Agonisten in zwei kurze Protokolle mit
10, 1, 10, 100 µM und 10, 3, 30, 300 µM Sub-
stanzkonzentrationen aufgeteilt. Die Anwendung
kürzerer Protokolle schien mir zu Beginn günstiger
im Hinblick auf das Überleben und Haftenbleiben
der Zellen während der Experimente. Mit zuneh-
mender Routine gelangen jedoch auch Experimente
mit langen Protokollen einwandfrei. Abbildung 11
zeigt drei Originalregistrate von ROIs aus verkürz-
ten Dosis-Wirkungs-Protokollen. 
Die Konfiguration der Antworten auf 100 bzw.
300 µM αβ-meATP stellt sich abhängig von der je-
weiligen Rezeptorzusammensetzung leicht unterschiedlich dar: Während die P2X3wt-Antwor-
ten sehr spitz erscheinen, fallen sie bei den P2X2-wt/P2X3-wt-1:2 etwas und bei -4:1 deutlich
breiter aus. Obwohl diese Beobachtung nicht statistisch belastbar und das Ca2+-Imaging nicht die
Methode der Wahl ist, um Aussagen über das Desensitisierungsverhalten eines Rezeptors zu
treffen, stützen die betrachteten Originalaufnahmen dennoch die Annahme, dass P2X2-wt/P2X3-
wt im Transfektionsverhältnis 4:1 langsamer desensitisiert und damit dem Verhalten des ho-
momeren P2X2-Rezeptors stärker ähnelt als P2X2-wt/P2X3-wt-1:2.
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3.2.2 Inaktivität der verwendeten Mutanten in homomeren Konstellationen
Hintergrund der Mutageneseexperimente war die Idee, von beiden betrachteten P2X-Subtypen
je zwei inaktive bzw. in ihrer Aktivität stark eingeschränkte Mutanten in eine heteromere Kon-
stellation mit dem jeweils anderen Subtyp als normal funktionierenden Wildtyp zu bringen und
jeweils für beide Transfektionsverhältnisse zu testen, welche Rolle die inaktive Mutante in Über-
oder Minderzahl für die Funktionalität des Rezeptors spielt. 
3.2.2.1 P2X2-Mutanten K69A und K307A
Zunächst habe ich für die ausgewählten P2X-Mutanten Dosis-Wirkungs-Experimente in homo-
meren Rezeptorzusammensetzungen durchgeführt, um ihre teilweise oder vollständige Inakti-
vität zu überprüfen. 
Für die homomeren P2X2-K69A- und P2X2-K307A-Rezeptoren wurde dafür der nicht-selektive
Agonist 2-MeSATP verwendet, der, wie in der Einleitung erwähnt, neben P2X- auch die in HEK-
Zellen endogen exprimierten P2Y-Rezeptoren aktiviert, was zur Entleerung intrazellulärer Ca2+-
Speicher führt. Um den P2Y-Effekt aus der Dosis-Wirkungs-Kurve von mutierten P2X2-Homomeren
herausrechnen zu können, wurden Experimente mit MOCK-transfizierten Zellen durchgeführt. 
Bei der MOCK-Transfektion behandelt man die Zellen analog zur üblichen transienten Trans-
fektionsprozedur vor, versieht sie aber nur mit Polyfect-Transfektionsreagenz und nicht mit P2X-
cDNA. Die so vorbereiteten HEK-Zellen exprimieren also keine P2X-Rezeptoren. Ihre Antworten
auf die Applikation von 2-MeSATP können daher nur auf die P2Y-Aktivierung zurückzuführen
sein. Man subtrahiert die Mittelwerte der MOCK-Experiment-Ergebnisse von denen der homo-
meren Mutanten-P2X2-Ergebnisse und erhält näherungsweise die Höhe der reinen P2X-Ant-
worten (Abb. 12). 
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Abb. 12: Dosis-Wirkungskurven für A P2X2-K69A und B P2X2-K307A, je P2X + P2Y-Antwort, MOCK-Antwort und reine
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Die Dosis-Wirkungs-Kurven, die allein auf die Rezeptoraktivität der homomeren P2X2-K69A
und -K307A zurückzuführen sind, zeigen, dass beide P2X2-Mutanten zwar nicht völlig inaktiv,
aber dennoch nur sehr eingeschränkt funktionstüchtig sind. Emax von P2X2-K69A ist mit 0,42
± 0,01 ∆FR mehr als doppelt so hoch wie Emax von P2X2-K307A, befindet sich dabei aber immer
noch im Bereich einer niedrigen Wirkungsstärke. 
3.2.2.2 P2X3-Mutanten K63A und K299A
Die Experimente mit homomeren Mutanten-P2X3-Rezeptoren wurden wieder mit dem selektiven
Agonisten αβ-meATP durchgeführt. Sowohl P2X3-K63A als auch -K299A, die ihre Austausch-
mutationen in homologen Proteinpositionen zu P2X2-K69A und -K307A tragen, zeigten sich als
vollständig inaktiv (Abb. 13).
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Abb. 13: Inaktive A P2X3-K63A- und B P2X3-K299A-Homomere
A B





3.2.3 Mutationen im NBS1
Es folgt zunächst die Betrachtung der beiden homologen Mutanten P2X2-K69A und P2X3-K63A,
deren Austauschmutationen sich im NBS1 nahe von TM1 befinden (Bodnar et al. 2011; Haus-
mann et al. 2012), in heteromeren Zusammensetzungen mit ihren Wildtyp-Partner-Unterein-
heiten in den beiden Transfektionsverhältnissen 1:2 und 4:1 (siehe Abb. 14).
Zunächst stellt man fest, dass Untersuchungen an Rezeptoren mit Mutation in der der P2X2-
Untereinheit in Dosis-Wirkungs-Kurven resultieren, während Rezeptoren mit Mutation in der
P2X3-Untereinheit erst auf hohe αβ-meATP-Konzentrationen schwach reagieren und keine sig-
moidal verlaufenden Dosis-Wirkungs-Beziehungen zeigen (siehe Abb. 14A). 
Auffällig ist, dass die Kurve für P2X2-K69A/P2X3-wt-4:1 (Emax = 0,66 ± 0,02 ∆FR) im Ver-
gleich zur Kurve für das Wildtyp-Heteromer P2X2-wt/P2X3-wt-4:1 (Emax = 1,87 ± 0,04 ∆FR)
(siehe 3.3.1.) wesentlich niedriger ist und eine viel geringere Agonistenaffinität aufweist. Diese
Beobachtung stützt die Hypothese, dass ein Überschuss an dysfunktionalen, mutierten P2X2-
Untereinheiten die Funktionalität der (P2X2)2/(P2X3)1-Heteromeren nur einschränken, aber
nicht aufheben.
Vergleicht man nun dasselbe Mutanten-Wildtyp-Konstrukt in den zwei verschiedenen Trans-
fektionsverhältnissen miteinander, so stellt man bei jedem Vergleichspaar einen statistisch sig-
nifikanten Unterschied zwischen den Höhen der Rezeptorantworten auf 100 und 300 µM
αβ-meATP fest (siehe Abb. 14B). Ist eine P2X2-Mutante beteiligt, fällt die Antwort im 1:2-Trans-
fektionsverhältnis signifikant höher aus. Handelt es sich bei P2X3 um die mutierte Untereinheit,
ist die Antwort hingegen im 4:1-Transfektionsverhältnis signifikant höher. Letztere Beobach-
tung hat jedoch keine so große Aussagekraft, da die Antworten der P2X2-wt/P2X3-mut. in beiden
Transfektionsverhältnissen selbst bei hohen Agonistenkonzentrationen sehr niedrig sind. Abge-
sehen davon könnte man den Schluss ziehen, dass bei einer inaktiven P2X3-Untereineheit in
einem (P2X2)2/(P2X3)1-Rezeptor die intakte P2X2-Untereinheit in der Überzahl entscheidend
zur Rezeptoraktivität beiträgt.
3.2.4 Mutationen im NBS4
Nun betrachten wir analog zur eben erläuterten Versuchsreihe die Experimente mit den beiden
anderen homologen Mutanten P2X2-K307A und P2X3-K299A. Ihre Austauschmutationen liegen
im NBS4 nahe der TM2 (Abb. 15). (Bodnar et al. 2011; Hausmann et al. 2012)
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Abb. 14: Betrachtung der Rezeptorvarianten (hP2X2-K69A)/(hP2X3-wt) und (hP2X2-wt)/(hP2X3-K63A), jeweils in den
Transfektionsverhältnissen 1:2 und 4:1
A Dosis-Wirkungs-Kurven mit αβ-meATP in aufsteigender Konzentration (1 – 300 µM)
B Vergleich der Fluoreszenz-Verhältnisse der vier Rezeptorvarianten bei 100 und 300 µM αβ-meATP. Statistische
Auswertung mit p < 0,05. Der Paragraph (§) bedeutet jeweils einen signifikanten Unterschied zwischen den bei-





Auch in dieser Versuchsreihe zeigen die Heteromeren mit einer mutierten P2X2-Untereinheit
sigmoidale Dosis-Wirkungs-Beziehungen in beiden angewandten Transfektionsverhältnissen,
während beide Heteromerenkonstellationen mit mutierten P2X3-Untereinheiten bis auf geringe
Antworten auf hohe Agonistenkonzentrationen inaktiv bleiben (siehe Abb. 15A).
Die Kurve für P2X2-K307A/P2X3-wt-4:1 (Emax = 1,67 ± 0,12 ∆FR) unterscheidet sich weniger
von ihrem Wildtyp-Pendant (Emax = 1,87 ± 0,04 ∆FR) als die Mutationskonstellation P2X2-
K69A/P2X3-wt-4:1 (Emax = 0,66 ± 0,02 ∆FR). In diesem Fall scheint der Überschuss an inak-
tiven P2X2-Untereinheiten die Rezeptorfunktion nicht so deutlich zu beeinträchtigen. 
Die Antworten von P2X2-K307A/P2X3-wt-1:2 und -4:1 unterscheiden sich auch statistisch ge-
sehen nicht signifikant voneinander (siehe Abb. 15B). Bei den Antworten von P2X2-wt/P2X3-
K299A-1:2 und -4:1 ist ein signifikanter Unterschied festzustellen, der jedoch aufgrund der
geringen Agonistenwirkstärke in beiden Konstellationen nicht sehr aussagekräftig ist.
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Abb. 15: Betrachtung der Rezeptorvarianten (hP2X2-K307A)/(hP2X3-wt) und (hP2X2-wt)/(hP2X3-K299A), jeweils in
den Transfektionsverhältnissen 1:2 und 4:1
A Dosis-Wirkungs-Kurven mit αβ-meATP in aufsteigender Konzentration (1 – 300 µM)
B Vergleich der Fluoreszenz-Verhältnisse der vier Rezeptorvarianten bei 100 und 300 µM αβ-meATP. Statistische
Auswertung mit p < 0,05. Der Paragraph (§) zeigt jeweils einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden ver-
glichenen Säulen (One-Way-ANOVA) an. Nicht signifikant (n.s.) sind die Unterschiede zwischen den übrigen Säu-
lenpaaren (One-Way-ANOVA).





3.3 Versuchskomplex II: Rezeptormodifikation durch Veränderung des pH-
Werts 
Die Absenkung des pH-Wertes in der extrazellulären Matrix wirkt über allosterische Bindungs-
stellen für Protonen (H+) stimulierend, also aktivitätssteigernd, auf die Funktion von homome-
ren P2X2- und inhibierend auf homomere P2X3-Rezeptoren (siehe Einleitung, 1.5). 
In Versuchskomplex II wird das Verhalten von P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 bei wiederholter Ago-
nistenapplikation von 30 µM und gleichzeitig stufenweisem Ansäuern der Extrazellulärflüssigkeit
untersucht (siehe Abb. 16). Dabei wird der Grad von Stimulation bzw. Inhibition prozentual an-
gegeben, gemessen an der Höhe der Rezeptorantwort auf die zweite Agonistenapplikation bei
einem Normal-pH-Wert von 7,4. Die Antwort auf die erste Agonistenapplikation (bei pH = 7,4)
wird analog zu Versuchskomplex I nicht gewertet (wake-up) (siehe 3.2). Das Ansäuern erfolgt
in zwei Stufen auf pH-Werte von 6,4 und 5,4. Am Ende des pH-Protokolls wird eine letzte Ago-
nistenapplikation bei neutralem pH-Wert von 7,4 durchgeführt um zu kontrollieren, ob sich die
Zellen bzw. die Rezeptoraktivität vom modulatorischen Effekt des Ansäuerns erholen (recovery).
Denn nur dann ist der Grad von Stimulation bzw. Inhibition, die zuvor stattgefunden haben,
aussagekräftig und nicht auf eine Zellschädigung oder ähnliches zurückzuführen. 
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Abb. 16: Originalaufnahme einer ROI aus einem pH-Wert-
Protokoll. Substanzapplikationen mit je 30 µM αβ-meATP
( je 7 sec, Schritt 1-5), alternierend mit 10-minütigen
Waschphasen (Ringerlösung, pH = 7,4). 
1) pH = 7,4 (wake-up)
2) pH = 7,4
3) pH = 6,4 
4) pH = 5,4  
5) pH = 7,4 (recovery)















Zunächst wurden die Versuche mit dem selektiven Agonisten αβ-meATP an mit hP2X3-wt-,
sowie hP2X2-wt/hP2X3-wt-1:2- und -4:1-transfizierten HEK-Zellen durchgeführt. Anschließend
verwendete man den nicht-selektiven Agonisten 2-MeSATP, mit dem die Experimente zusätzlich
auch an rein hP2X2-wt-transfizierten Zellen durchgeführt werden konnten. Beim Einsatz von 2-
MeSATP galt es wiederum, die reinen P2X-Effekte durch Abzug von Ergebnissen aus erneut
durchgeführten MOCK-Experimenten (in Absolut-Werten) näherungsweise zu ermitteln.
Da der Fokus bei diesem Versuchskomplex auf dem jeweils zu bestimmenden Grad von Sti-
mulation bzw. Inhibition lag, musste berücksichtig werden, dass allein schon eine fünfmalige
Agonistenapplikation von 30 µM unabhängig von der modulatorischen Wirkung der pH-Wert-
Veränderung zu sukzessive sich verringernden Rezeptorantworten führen kann. Diesen Effekt
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bezeichnet man als run-down. Er ist auf eine Ermüdung der Rezeptoraktivität durch die repeti-
tive Aktivierung zu betrachten, die beispielsweise durch Desensitisierung zustande kommen
kann. Um die Höhe des run-down-Effekts abschätzen zu können, wurden Kontrollexperimente
sowohl mit αβ-meATP als auch mit 2-MeSATP an HEK293-Zellen in allen Transfektionskon-
stellationen durchgeführt. Bei den Kontrollexperimenten wurde fünfmal (bzw. für die Antago-
nistenexperimente aus Versuchskomplex III sechsmal) hintereinander der jeweilige Agonist in
30 µM ohne pH-Wertveränderung (bzw. Einsatz von Antagonisten) appliziert (siehe Abb. 17).
Die Antworthöhen der dritten bis fünften (bzw. sechsten) Applikation wurden in Relation zur
Antwort auf die zweite Applikation gesetzt. Der prozentuale Anteil der Aktivitätsabnahme infolge
des run-down wurde anschließend zur verbliebenen prozentualen Aktivität der entsprechenden
Antwort im analogen pH-Experiment addiert. So konnten die Ergebnisse der pH-Experimente
näherungsweise vom run-down-Effekt bereinigt werden. 
Abb. 17: Originalaufnahme einer ROI aus einem run-
down-Kontroll-Experiment. Substanzapplikationen mit je
30 µM αβ-meATP  ( je 7 sec, pH=7,4) alternierend mit 10-













3.3.1 Applikation von αβ-meATP 
In Abbildung 18 werden die Ergebnisse der pH-Experimente mit αβ-meATP graphisch darge-
stellt.
Betrachtet man die Antworthöhen der verschiedenen Rezeptorkonstellationen im Verlauf, so
stellt man fest, dass die pH-Wert-Absenkung auf 6,4 und 5,4 auf alle drei einen hemmenden Ef-
fekt hat. Bei einem pH-Wert von 6,4 wird P2X2/P2X3-4:1 am stärksten inhibiert (45,9 %). Die
Aktivität von P2X2/P2X3-1:2 ist hier im Vergleich am höchsten (77,8 %). Bei pH = 5,4 tritt die
stärkste Hemmwirkung bei P2X3 auf (37,5 %). Die Funktion von P2X2/P2X3-1:2 wird auch hier
vergleichsweise am wenigsten eingeschränkt (54,6 %).
Der statistische Vergleich der Antworten von P2X2/P2X3-1:2 und P2X2/P2X3-4:1 ergibt bei pH
= 6,4 einen signifikanten und bei pH = 5,4 einen nicht-signifikanten Unterschied. Ein diverses
Verhalten der Heteromeren aus den beiden Transfektionsverhältnissen 1:2 und 4:1 bei pH-Wert-
Erniedrigung scheint also nicht durchgängig gegeben zu sein. 
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3.3.2 Applikation von 2-MeSATP 
Es folgt die graphische Darstellung der pH-Experimente mit 2-MeSATP (siehe Abb. 19).
Bei dieser Versuchsreihe kann der Effekt der pH-Wert-Absenkung wegen der unselektiven Wir-
kung von 2-MeSATP auch an hP2X2-transfizierten Zellen betrachtet werden. Bei pH = 6,4 stellt
man eine leichte Aktivitätssteigerung von P2X2 auf 115,6 % fest. Bei pH = 5,4 wird die P2X2-Ak-
tivität jedoch auf 64,7 % gesenkt und bewegt sich damit auf einem ähnlichen Niveau wie die von
P2X3 (54,7 %). Bei den heteromeren Konstellationen P2X2/P2X3-1:2 und P2X2/P2X3-4:1 hat
eine pH-Absenkung auf 6,4 kaum Einfluss auf ihre Aktivität. Bei pH = 5,4 wird die Aktivität von
beiden heteromeren Rezeptoren gehemmt, der inhibitorische Effekt ist beim Transfektionsver-
hältinis 4:1 etwas stärker ausgeprägt (60,8 %) als bei 1:2 (74,4 %). Die P2X3-Aktivität sinkt
von 66,6 % bei pH = 6,4 auf 54,7 % bei pH = 5,4. Die Hemmwirkung des Ansäuerns auf P2X3
ist hier also etwas schwächer, aber doch vergleichbar mit der in der αβ-meATP-Versuchsreihe.
Auch bei 2-MeSATP ist der Unterschied zwischen den P2X2/P2X3-1:2- und -4:1- Antworthöhen
bei pH = 6,4 und 5,4 einmal statistisch signifikant und einmal nicht. Eine belastbare Diversität
von Rezeptoren aus einem 1:2- und 4:1-Transfektionsverhältnis scheint also auch hier eher un-

























Abb. 18: pH-Experimente mit αβ-meATP
A Änderung der Rezeptoraktivität durch  pH-Wert-Modifikation des extrazellulären Mediums bei wiederholter Ap-
plikation von 30 µM  αβ-meATP. Darstellung der Ergebnisse abzüglich run-down ± Standardfehler einschließlich
recovery-Antwort bei pH=7,4 
B Statistischer Vergleich der Antworten von P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 bei pH = 6,4 und pH = 5,4 mit One-Way-
ANOVA. Ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) ist durch einen Paragraphen gekennzeichnet (§), n.s. steht für
einen nicht-signifikanten Unterschied. Ob sich die Antworten jeweils signifikant von der 100%-Marke unterschei-
den (p < 0,05), wurde mit dem Mann-Whitney-Test untersucht. Besteht ein signifikanter Unterschied, sind die ent-
sprechenden Antwortbalken mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
n = 15 - 31
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Abb. 19: pH-Experimente mit 2-MeSATP
A Änderung der Rezeptoraktivität durch pH-Wert-Modifikation des extrazellulären Mediums bei wiederholter Ap-
plikation von 30 µM  2-MeSATP. Darstellung der Ergebnisse abzüglich run-down und MOCK ± Standardfehler
B Statistischer Vergleich der Antworten von P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 bei pH = 6,4 und pH = 5,4 mit One-Way-ANOVA
§ = signifikanter Unterschied bei p < 0,05 
n.s. = nicht-signifikanter Unterschied 
* = signifikanter Unterschied von der 100%-Marke (p < 0,05) nach dem Mann-Whitney-Test
3.4 Versuchskomplex III: Einsatz des kompetitiven Antagonisten A-317491
mit αβ-meATP
In Versuchskomplex III kommt der P2X3- und P2X2/P2X3-selektive Antagonist A-317491 zum
Einsatz (siehe Einleitung, 1.5). Es erfolgten sechs Agonistenapplikationen in derselben Konzen-
tration von je 30 µM. Die Antwort auf die erste wurde, wie in den vorangegangenen Protokollen,
als nicht-verwertbare „Aufwachreaktion“ (wake-up) verworfen. Die Höhe der Antwort auf die
zweite Agonistenapplikation wurde als 100 %-Marke verwendet. In den drei folgenden Sub-
stanzphasen wurde A-317491 in aufsteigender Konzentration von 0,03, 0,3 und 3 µM zusätzlich
zum Agonisten appliziert, die Antworthöhen werden in Relation zur zweiten Agonistenapplika-
tion gesetzt und prozentual angegeben. Zum Schluss erfolgte zur Kontrolle der Erholung der
Zellen bzw. Rezeptoraktivität eine letzte reine Agonistenapplikation (siehe Abb. 20). Für die
Antagonistenexperimente wurde, wie für die pH-Experimente, ausschließlich cDNA von humanen
Wildtyp-P2X2- und P2X3-Subtypen verwendet. 
Das A-317491-Protokoll wurde mit αβ-meATP an P2X3-, sowie P2X2/P2X3-1:2- und -4:1-
transfizierten HEK293-Zellen durchgeführt. Die Ergebnisse der run-down-Kontrollexperimente,
die analog zur Beschreibung in Punkt 3.4 durchgeführt wurden, wurden wie bei den den pH-Ex-
n = 25 - 27
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perimenten mit den Ergebnissen der Antagonistenexperimente verrechnet. Diese werden in der
Folge vom run-down-Effekt bereinigt dargestellt.
Bei der Wiederholung der Experimente mit 2-MeSATP als Agonisten und zusätzlich an P2X2-trans-
fizierten Zellen entfaltete A-317491 weder an homomeren noch an heteromeren Rezeptoren eine
verwertbare Hemmwirkung, was auf die interferierende P2Y-Rezeptoraktivität oder andere, nicht
eruierbare Störeinflüsse zurückzuführen sein könnte. Die Ergebnisse der Antagonistenexperimente
mit 2-MeSATP kommen hier nicht zur Abbildung, da die Vorraussetzung für die Aussagekraft der
Versuchsreihe, nämlich die antagonistische Wirkung von A-317491, nicht erfüllt wurde.
In Abbildung 21 werden die Ergebnisse der Antagonisten-Experimente mit αβ-meATP aufge-
führt.
Die Aktivität der drei betrachteten Rezeptorkonstellationen bei 30 µM αβ-meATP wird durch die
Gabe von A-317491 in aufsteigender Konzentration zunehmend stark gehemmt. Den schwächs-
ten inhibitorischen Effekt entfaltet der Antagonist im Vergleich an P2X3-transfizierten Zellen, wo
er erst ab einer Konzentration von 0,3 µM zu wirken beginnt. Bei P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 tritt
schon bei 0,03 µM eine Hemmung auf 61,5 % bzw. 71,1 % auf. Auch bei A-317491-
Konzentrationen von 0,3 und 3 µM wird P2X2/P2X3-1:2 jeweils etwas stärker gehemmt als
P2X2/P2X3-4:1. Im statistischen Vergleich fällt der Unterschied zwischen 1:2- und 4:1-Antworten
bei A-317491=0,03 µM nicht signifikant und bei 0,3 und 3 µM signifikant aus. Die Tatsache,
dass die Restaktivität bei 3 µM mit 5,1 % bei P2X2/P2X3-1:2 und 7,8 % bei P2X2/P2X3-4:1 sehr
gering ist, schmälert allerdings die Bedeutung des statistisch signifikanten Unterschieds der Ant-
worthöhen beider Rezeptorkonstellationen bei der höchsten hier eingesetzten Antagonisten-
konzentration.
Abb. 20: Originalaufnahme einer ROI aus einem A-
317491-Protokoll. Substanzapplikationen mit je 30 µM
αβ-meATP ( je 7 sec, ohne/mit A-317491, siehe Schritt 1-
6), alternierend mit 10-minütigen Waschphasen (Ringer-
lösung, pH = 7,4)
1) – (wake-up)
2) –
3) 0,03 µM A-317491
4) 0,3 µM A-317491
5) 3 µM A-317491
6) – (recovery)
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4 Diskussion
4.1 Nullhypothese und Arbeitshypothese
Für heteromere P2X2/3-Rezeptoren wurde bislang eine festgelegte Untereinheitenstöchiome-
trie von 1:2 angenommen. Meine Nullhypothese H0 lautet daher: „Die heteromeren P2X2/3-
Rezeptoren, die aus den Transfektionsverhältnissen P2X2/P2X3-1:2 oder -4:1 hervorgehen,
unterscheiden sich bezüglich ihrer funktionellen Merkmale nicht signifikant voneinander.“ Die
Frage nach der funktionellen Diversität von P2X2/3-Rezeptoren mit einer variablen Unterein-
heitenstöchiometrie findet in meiner Arbeitshypothese H1 Ausdruck: „Die heteromeren P2X2/3-
Rezeptoren unterscheiden sich je nach Transfektionsverhältnis P2X2/P2X3-1:2 oder -4:1
bezüglich ihrer funktionellen Merkmale signifikant voneinander.“
Abb. 21: A-317491-Experimente mit αβ-meATP
A Einsatz des selektiven Antagonisten A-317491 in
aufsteigender Konzentration bei wiederholter Ap-
plikation von 30 µM αβ-meATP. Darstellung der
Ergebnisse abzüglich run-down ± Standardfehler
B Statistischer Vergleich der Antworten von
P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 bei  A-317491 in 0,03, 0,3
und 3 µM mit One-Way-ANOVA (p < 0,05). 
§ = signifikanter Unterschied 
n.s. = nicht-signifikanter Unterschied
* = signifikanter Unterschied von der 100%-































n = 18 - 27
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4.2 Transfektionsverhältnis und resultierende Untereinheitenstöchiometrie 
Dass sich in meiner Arbeit die Untereinheitenstöchiometrien (P2X2)1/(P2X3)2 und
(P2X2)2/(P2X3)1 als Folge des jeweils gewählten Transfektionsverhältnisses 1:2 und 4:1 in den
HEK293-Zellen tatsächlich so ergaben, ließ sich im Rahmen des Ca2+-Imaging nicht nachweisen.
Die Bildung beider Stöchiometrien 1:2 und 2:1 in Abhängigkeit vom jeweiligen Transfektions-
verhältnis 1:2 und 4:1 wurde daher von der Arbeitsgruppe Hausmann et al. an HEK293-Zellen
und Krallenfrosch-(lat. Xenopus-laevis-)Oozyten biochemisch untersucht und mittels der elektro-
phoretischen Verfahren SDS-PAGE und BN-PAGE bestätigt (Kowalski et al. 2015). 
Die Wahl des Transfektionsverhältnisses 4:1 für die Erzeugung einer P2X2-Überzahl im hetero-
meren Rezeptor beruht auf Erkenntnissen aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Illes et al. (siehe
Abb. 22). 
Abb. 22: Theoretische Berech-
nung der Auftretenshäufigkeit
von (P2X2)1/(P2X3)2 und (P2X2)2/
(P2X3)1 bei Transfektionsverhält-
nissen von P2X2/P2X3-1:10 bis
10:1. Bei 4:1 befindet sich
(P2X2)2/(P2X3)1 in Relation zu
(P2X2)1/(P2X3)2 am stärksten in












4.3 Versuchskomplex I: Experimente mit inaktiven hP2X2- und hP2X3-Mu-
tanten
Experimente mit den Wildtyp-Rezeptoren P2X3 sowie P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 ergaben drei
verschiedene Dosis-Wirkungs-Kurven. Bei der Betrachtung der beiden heteromeren Konstella-
tionen stellt man fest, dass aus den beiden angewandten Transfektionsverhältnissen Rezeptoren
resultieren, deren Konzentrations-Wirkungs-Kurven sich signifikant voneinander unterscheiden.
Diese Tatsache spricht zunächst für eine funktionelle Diversität von Rezeptoren der beiden
Stöchiometrien und stellt eine gute Basis für die folgenden Untersuchungen von Null- und Ar-
beitshypothese dar.
Nun werden mutierte, und damit eingeschränkt aktive bzw. inaktive Untereinheiten in die Re-
zeptorheteromeren eingebracht (siehe Abb. 14, 15). Die Tatsache, dass P2X2-mut/P2X3-wt-1:2
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und -4:1 funktionale Rezeptoren mit sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Beziehungen hervorbringen,
und dass P2X2-wt/P2X3-mut-1:2 und -4:1 weitgehend funktionslose Rezeptoren bilden, stützt
die Annahme, dass P2X3 die für die Rezeptorfunktionalität entscheidende Untereinheit darstellt.
Welche molekularen Mechanismen diese Beobachtung bedingen, bleibt hier unklar.
Dass eine Dosis-Wirkungs-Beziehung vor allem von (P2X2-mut)2/(P2X3-wt)1 überhaupt mög-
lich ist, legt die Vermutung nahe, dass die verwendeten P2X2-Mutanten die Bildung aktivierba-
rer Agonistenbindungsstellen doch zulassen. Das bestätigen auch meine Experimente an den
homomeren P2X2-mut-Rezeptoren. 
Betrachtet man (P2X2-mut)1/(P2X3-wt)2 und (P2X2-mut)2/(P2X3-wt)1 nun im Hinblick auf
ihre unterschiedliche Funktionalität im Vergleich zueinander, so stellt man bei der P2X2-Muta-
tion im NBS1 (K69A) einen signifikanten Unterschied zwischen den Antworten von P2X2-
mut/P2X3-wt-1:2 und -4:1 auf hohe Agonistenkonzentrationen fest. Bei der P2X2-Mutation im
NBS4 (K307A) ist dagegen kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Heteromeren-
Konstellationen zu konstatieren. 
Für die Bewertung dieser Beobachtung muss zusätzlich berücksichtigt werden, dass die
P2X2/P2X3-4:1-Dosis-Wirkungs-Kurve in der Wildtypausführung signifikant steiler und höher ist
als die der P2X2-wt/P2X3-wt-1:2-Variante. Das bedeutet, dass die Unterschiede zwischen den
Antworthöhen von P2X2-mut/P2X3-wt-1:2 und -4:1 auf 100 und 300 µM αβ-meATP, die auf die
eingeschränkt aktiven mutierten Untereinheiten zurückzuführen sind, eigentlich noch größer
ausfallen, als im Vergleich der Absolutwerte ersichtlich wird. Ein Vorliegen von zwei unter-
schiedlichen Untereinheitenstöchiometrien 1:2 und 2:1, die sich in ihren pharmakologischen
Eigenschaften voneinander abheben, scheint an dieser Stelle plausibel zu sein. 
Bei Beteiligung einer P2X3-Mutante am heteromeren P2X2/P2X3-Rezeptor beobachtet man, wie
bereits erläutert, eine Inaktivität in beiden mutmaßlichen Stöchiometrien 1:2 und 2:1. Führt
man sich die Konstellation (P2X2-wt)2/(P2X3-mut)1 schematisch vor Augen (siehe Abb. 23C,
dritte Spalte), so stellt man fest, dass sie zwei heteromere P2X2-P2X3-Bindungsstellen aufweist,
von denen eine durch die Mutation auf P2X3 suffizient inaktiviert sein dürfte, die andere jedoch
aktiv bleibt. Die dritte Bindungsstelle entsteht zwischen den beiden P2X2-Untereinheiten, die
hier keine inaktivierende Mutation tragen. Da in Versuchkomplex I jedoch ausschließlich αβ-
meATP als P2X3- und P2X2/3-selektiver Agonist verwendet wird, kann an der homomeren P2X2-
P2X2-Bindungsstelle kein Agonistenmolekül binden, was die Inaktivität des Rezeptor-Gesamt-
konstrukts erklärt. 
In Zusammenschau mit dem Nachweis der 2:1-Stöchiometrie von funktionalen P2X2/P2X6-Re-
zeptoren (Hausmann et al. 2012), scheint die Funktionalität von P2X-Heteromeren mit P2X2 in
der Überzahl erwiesenermaßen möglich zu sein. 
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Berücksichtigt man die Selektivität des hier verwendeten Agonisten αβ-meATP, so findet man
eine Erklärung dafür, dass sich die Rezeptoren beider Stöchiometrien im Hinblick auf ihre funk-
tionellen Eigenschaften unter Umständen (wie z.B. bei P2X2-K307A/P2X3-wt) weniger vonei-
nander unterscheiden, als die Arbeitshypothese H1 postuliert. Denn in beiden Stöchiometrien
liegen pro Rezeptor je zwei heteromere P2X2-P2X3-Bindungsstellen vor, deren Besetzung durch
Agonistenmoleküle für die Rezeptoraktivierung ausreichen dürfte (siehe Abb. 23B,C – erste
Spalte). In (P2X2)1/(P2X3)2 gibt es demzufolge noch eine dritte, durch αβ-meATP besetzbare
Bindungsstelle zwischen den beiden P2X3-Untereinheiten, während die dritte Bindungsstelle in
(P2X2)2/(P2X3)1 zwischen den P2X2-Untereinheiten in den Versuchen mit αβ-meATP inaktiv
bleibt.
Im Rahmen der Untersuchungen zur Variabilität der Untereinheitenstöchiometrie von P2X2/3




erste Spalte zweite Spalte dritte Spalte
Abb. 23: Schema zu inaktiven Mutanten (Kowalski et al. 2015), in folgenden Konstellationen:
A (P2X3)3, 
B (P2X2)1/(P2X3)2 und 
C (P2X2)2/(P2X3)1 (Kowalski et al. 2015)
Das rote Kreuz markiert die Lokalisation der Austauschmutation (NBS1 und NBS4 werden hier nicht unterschieden).
Die Pfeile deuten auf die aktiven Agonistenbindungsstellen: Gibt es davon hypothetisch zwei in einem Rezeptor, so
vermutet man eine aktive Rezeptorkonstellation, die durch einen Rahmen gekennzeichnet ist. In meinen Experi-
menten erwies sich zusätzlich zu den im Schema eingerahmten Heteromeren auch die Konstellation
(P2X2mut)2/(P2X3wt)1 als aktiv (C, zweite Spalte). Der Kontakt von zwei P2X2wt-Untereinheiten (C, dritte Spalte)
scheint keine aktive Agonistenbindungsstelle zu ergeben (siehe Erläuterung im Text).
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thode „whole-cell patch-clamp“ angewendet. Dabei werden über eine Elektrode, die die Membran
einer einzelnen HEK293-Zelle ansaugt, Stromstärken gemessen, die durch den Ionenfluss durch
Membranionenkanäle entstehen. Patch-Clamp und Ca2+-Imaging sind in ihrer Aussagekraft ver-
gleichbare funktionelle Analyseverfahren, die unterschiedliche Stärken und Schwachstellen auf-
weisen. So ermöglicht das Ca2+-Imaging Messungen an mehreren Zellen gleichzeitig, die exakt
denselben Versuchsbedingungen unterliegen. Die Zellen aus demselben Experiment unterliegen
denselben äußeren Einflüssen. So befinden sie sich in derselben Passagestufe, gehören dersel-
ben Transfektions-Charge an und sind denselben äußeren Bedingungen am Versuchstag ausge-
setzt, wie zum Beispiel der Zimmertemperatur im Versuchslabor, die etwa jahreszeitbedingt
leicht schwanken kann. Somit sind die Messergebnisse exakter miteinander vergleichbar als die-
jenigen von Einzelzellen in hintereinander durchgeführten Experimenten. Außerdem werden
beim Ca2+-Imaging innerhalb einer Versuchsreihe in der Regel Messungen an mehr Zellen durch-
geführt als beim Patch-Clamp-Verfahren. Die Patch-Clamp-Methode lässt hingegen genauere
Rückschlüsse auf den zeitlichen Verlauf von Ionenkanalöffnung und Rezeptordesensitisierung an
einer Einzelzelle zu. 
Analog zu meinen Ca2+-Imaging-Versuchen wurden auch Patch-Clamp-Experimente mit inakti-
ven Mutanten durchgeführt. Deren Ergebnisse stimmen trotz kleiner Unterschiede im Wesent-
lichen mit denen der Ca2+-Imaging-Experimente überein und unterstreichen damit deren
Aussagekraft. Im Unterschied zu den Ca2+-Imaging-Ergebnissen ergaben sich im Patch-Clamp-
Verfahren keine signifikant unterschiedlichen Dosis-Wirkungs-Kurvenverläufe bei den Wildtyp-
Rezeptorkonstellationen P2X2-wt/P2X3-wt-1:2 und -4:1. Die einzelnen Kurven wurden beim
Ca2+-Imaging aus den Messergebnissen von durchschnittlich 29 Zellen pro Kurve ermittelt,
während sie beim Patch-Clamp aus Daten von jeweils acht bis elf Zellen errechnet wurden.
(Kowalski et al. 2015)
4.4 Versuchskomplex II: Rezeptormodifikation durch Veränderung des pH-
Werts 
Wie sich die beiden Untereinheitenstöchiometrien im Falle einer allosterischen Modifikation
durch Absenkung des pH-Werts im Vergleich zueinander verhalten, wird in Versuchskomplex II
untersucht. Da die Lokalisation der allosterischen Bindungsstellen für Protonen in P2X-Rezep-
toren nicht abschließend geklärt ist, kann die Interaktion von Modulator und Agonistenmole-
külen in P2X2/3-Rezeptoren mit unterschiedlichen Untereinheitenstöchiometrien nicht in einem
Schema wie Abb. 23 veranschaulicht werden. 
In der ersten pH-Versuchsreihe mit αβ-meATP werden die heteromeren Rezeptorkonstellationen
P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 durch das Ansäuern in ähnlichem Maße in ihrer Aktivität gehemmt
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wie der homomere P2X3-Rezeptor. P2X2/P2X3-4:1 gleicht P2X3 in seinem Inhibitionsverhalten
sogar noch mehr als P2X2/P2X3-1:2. Beide Heteromeren unterscheiden sich in ihren Inhibiti-
onsgraden nicht durchgängig signifikant voneinander, von einer Annahme der Arbeitshypothese
muss in dieser Versuchsreihe also abgesehen werden. Von Heteromeren mit (P2X2)2/(P2X3)1-
Stöchiometrie würde man gemäß der H1 erwarten, dass sie auf eine Erniedrigung des pH-Werts
mit gleichbleibender oder gesteigerter Aktivität reagieren und so funktionell eher dem homo-
meren P2X2-Rezeptor ähneln. Diese Theorie wird durch meine Experimente nicht bestätigt.
In der zweiten pH-Versuchsreihe mit 2-MeSATP wird zusätzlich der Vergleich mit dem homo-
meren P2X2-Rezeptor möglich. Tatsächlich erfährt er bei pH = 6,4 eine Aktivitätssteigerung,
wenn auch nur eine leichte. Bei pH = 5,4 tritt jedoch eine deutliche Hemmung der Rezeptor-
aktivität zutage, was die Gültigkeit der Vorraussetzung zur Interpretation der pH-Experiment-
Ergebnisse, nämlich den stimulierenden Effekt einer Ansäuerung auf den homomeren P2X2-
Rezeptor, in Frage stellt. Bei Betrachtung der recovery-Antwort des P2X2-Rezeptors stellt man
allerdings auch fest, dass sie bei der letzten Agonistenapplikation bei pH = 7,4 nur 75,3 % der
Ausgangsaktivität erreicht, was für eine allgemeine Beeinträchtigung der Rezeptoraktivität bzw.
des Zellzustandes im Verlauf der durchgeführten Experimente sprechen könnte und damit die
Aussagekraft der Hemmung bei pH=5,4 relativiert. 
Auch bei 2-MeSATP als Agonisten unterscheiden sich die Heteromeren-Antworten bei pH-Wert-
Erniedrigung nicht durchgängig signifikant voneinander. Die Hypothese, P2X2/P2X3-4:1 würde
dem homomeren P2X2-Rezeptor funktionell stärker ähneln als P2X2/P2X3-1:2, kann in diesem
Versuchskomplex nicht bestätigt werden.
Aus der Kalkulation zu Transfektionsverhältnissen von P2X2- und P2X3-cDNA und den daraus
hervorgehenden Rezeptorvarianten (siehe Diskussion, 4.3, Abb. 22) geht hervor, dass bei
P2X2/P2X3-4:1 neben (P2X2)2/(P2X3)1 vor allem homomere P2X2-Rezeptoren in den HEK293-
Zellen exprimiert werden. Diese Tatsache relativiert die Aussagekraft der Experimente mit
P2X2/P2X3-4:1-transfizierten Zellen und dem unselektiven 2-MeSATP, da die Antworten auf
die Agonistenapplikation neben den heteromeren Rezeptoren immer auch von homomeren
P2X2-Rezeptoren ausgelöst werden. 
4.4.1 Vergleich mit den Ergebnissen der Patch-Clamp-Methode
Vergleicht man die Ergebnisse meiner Ca2+-Imaging-Experimente auch hier mit denen des Patch-
Clamp-Verfahrens, so fallen die Unterschiede deutlicher aus als beim Versuchskomplex mit den
inaktiven Mutanten. Hier wird sowohl die Aktivität von P2X2, P2X2/P2X3-1:2 als auch -4:1
durch eine pH-Wert-Erniedrigung gesteigert, P2X3 hingegen gehemmt. Damit wird die Voraus-
setzung für die Aussagekraft der pH-Experimente, nämlich konträres Verhalten von homomeren
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P2X2- und P2X3-Rezeptoren bei pH-Wert-Modifikation, in den Patch-Clamp-Experimenten er-
füllt.
Die Antworthöhen der beiden heteromeren Konstellationen unterscheiden sich nur bei Einsatz
von 2-MeSATP signifikant voneinander, was, wie eben erläutert, auch auf die Aktivität von ho-
momeren P2X2-Rezeptoren bei 4:1-transfizierten Zellen zurückzuführen sein kann. Bei Ver-
wendung von αβ-meATP wird kein signifikanter Unterschied zwischen den Rezeptoren aus den
1:2- und 4:1-Transfektionen festgestellt. (Kowalski et al. 2015)
Beim Ca2+-Imaging wurden mit durchschnittlich 25 untersuchten ROIs pro Transfektionsver-
hältnis und Versuchsreihe wesentlich mehr Zellen untersucht als beim Patch-Clamp-Verfahren
(n = 6 – 13) und somit eine größere Vergleichsbasis geschaffen. Bei Verwendung von 2-Me-
SATP ist die P2Y-Aktivität als mögliche Störvariable trotz Korrekturberechnungen immer mit zu
berücksichtigen und kann in beiden Verfahren Einfluss auf die Ergebnisse der Experimente aus-
üben.
4.4.2 Pathophysiologischer Aspekt von saurem pH in der extrazellulären Matrix
In entzündetem Gewebe herrscht ein saurer pH-Wert vor (Mutschler et al. 2013, S.205). Homo-
mere P2X3- sowie heteromere P2X2/3-Rezeptoren sitzen unter anderem an peripheren nozizep-
tiven Endigungen von DRG-Neuronen und sind so unter Umständen pH-Wert-Veränderungen
infolge von pathologischen Vorgängen ausgesetzt. Das Design der pH-Experimente gibt also auch
darüber Aufschluss, ob sich P2X2/3-Rezeptoren unterschiedlicher Untereinheitenstöchiometrien
in ihrer Aktivität in vivo potenziell unterscheiden. Die erläuterten Ergebnisse der in vitro – Unter-
suchungen deuten allerdings nicht darauf hin, dass eine solche Diversität von klinischer Relevanz
sein könnte. 
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Der Einsatz des selektiven Antagonisten A-317491 bei beiden mutmaßlichen Stöchiometrien
des P2X2/3-Rezeptors soll noch zusätzlich Aufschluss über ein eventuell diverses Verhalten von
(P2X2)1/(P2X3)2 und (P2X2)2/(P2X3)1 geben, zumal die Möglichkeit einer Antagonisierung
auch aus pharmakologischer Perspektive im Hinblick auf die Entwicklung neuer Arzneimittel-
wirkstoffe sehr interessant ist. 
Betrachtet man die Hemmwirkung von A-317491 bei repetitiver Applikation von 30 µM αβ-meATP
im Verlauf, so stellt man fest, dass P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 stärker inhibiert werden als P2X3.
Nachdem A-317491 seinen kompetitiven Antagonismus selektiv an P2X3- und P2X2/3-Rezepto-
ren ausübt (siehe Einleitung, 1.5), wäre bei einem P2X2/P2X3-4:1-Transfektionsverhältnis mit
einer resultierenden Rezeptorstöchiometrie von (P2X2)2/(P2X3)1 eine geringere inhibitorische
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Wirkung von A-317491 als bei klassisch mit P2X2/P2X3-1:2-transfizierten Zellen zu erwarten.
Diese Beobachtung bestätigt sich tatsächlich bei meinen Antagonisten-Experimenten mit αβ-
meATP. Allerdings wird die homomere P2X3-Aktivität bei jeder der drei eingesetzten Antagonis-
tenkonzentrationen weniger stark gehemmt, als die der heteromeren Rezeptorkonstellationen.
Auch ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 1:2- und 4:1-Antworthöhen kann
nicht durchgängig festgestellt werden. 
An dieser Stelle rufe man sich das Modell der homo- und heteromeren Agonistenbindungsstel-
len von P2X2/P2X3-Rezeptoren ins Gedächtnis (siehe Einleitung, 1.3.5, und Diskussion, 4.3).
Beide möglichen Untereinheitenstöchiometrien (P2X2)1/(P2X3)2 und (P2X2)2/(P2X3)1 weisen
je zwei heteromere Bindungsstellen auf, an denen jeweils einmal NBS1 und 2 der P2X2-Unter-
einheit bzw. NBS3 und 4 der P2X3-Untereinheit und anders herum beteiligt sind. Die beiden Stö-
chiometrien unterscheiden sich also nur in der homomeren Bindungsstelle, die bei
(P2X2)1/(P2X3)2 zwischen zwei P2X3-Untereinheiten liegt und bei (P2X2)2/(P2X3)1 zwischen
zwei P2X2-Untereinheiten. Geht man davon aus, dass in beiden Stöchiometrien beide hetero-
mere Bindungsstellen sowohl für αβ-meATP als auch für A-317491 zugänglich sind, so reicht
deren Aktivierung bzw. kompetitive Antagonisierung für einen hemmenden Effekt auf die Re-
zeptoraktivität aus. Eine Aussage über die potenzielle Diversität der beiden Untereinheitenstö-
chiometrien könnte somit durch das angewandte funktionelle Analyseverfahren nicht getroffen
werden, da die beiden möglichen homomeren Bindungsstellen zwischen zwei P2X3-Unterein-
heiten in der (P2X2)1/(P2X3)2-Variante und zwischen zwei P2X2-Untereinheiten in der
(P2X2)2/(P2X3)1-Variante für die antagonistische Wirkung von A-317491 nicht unbedingt be-
nötigt werden.
Die Ergebnisse der Patch-Clamp-Messungen mit αβ-meATP und A-317491 (n = 6 – 10) sind
trotz kleiner Unterschiede mit denen der Ca2+-Imaging-Experimente (n durchschnittlich gleich
24) vergleichbar. Allerdings wird P2X2/P2X3-4:1 bei A-317491-Konzentrationen von 0,03 und
0,3 µM weniger stark inhibiert als P2X3, die stärkste Hemmungwirkung verzeichnet man bei
P2X2/P2X3-1:2. 
Zusätzlich konnte im Patch-Clamp-Verfahren eine verwertbare Versuchsreihe mit 2-MeSATP als
Agonist durchgeführt werden. Hier zeigte sich, dass A-317491 auf homomer mit P2X2 transfi-
zierte Zellen tatsächlich kaum einen hemmenden Effekt hatte, womit die Vorraussetzung der An-
tagonistenselektivität für das Versuchsdesign der A-317491-Experimente als erfüllt betrachtet
werden kann. Ansonsten zeigten die Antworthöhen von P2X2/P2X3-1:2 und -4:1 beim Einsatz
von 2-MeSATP und A-317491 in den drei verwendeten Konzentrationen keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede. Homomere P2X3-Rezeptoren wurden bei Verwendung von 2-MeSATP
stärker inhibiert als die heteromeren Rezeptorkonstellationen beider Transfektionsverhältnisse.
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Eine Erklärung könnte auch hier im simultanen Auftreten von A-317491-unsensiblen homome-
ren P2X2-Rezeptoren liegen, die einen 2-MeSATP-induzierten Anstieg der [Ca2+]i ermöglichen.
(Kowalski et al. 2015)
4.6 Zusammenfassung und Schlussfolgerung
Das Ziel meiner Arbeit bestand darin, mithilfe der Methode des Ca2+-Imaging zu untersuchen,
ob in P2X2/P2X3-1:2- und -4:1-kotransfizierten HEK293-Zellen heteromere P2X2/3-Rezepto-
ren exprimiert werden, die hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften voneinander abwei-
chen. Detektierte Unterschiede ließen dann auf zwei verschiedene Untereinheitenstöchiometrien
(P2X2)1/(P2X3)2 und (P2X2)2/(P2X3)1 schließen. 
Die im Ca2+-Imaging mit αβ-meATP erstellten Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen signifikant unter-
schiedliche Verläufe für P2X2-wt/P2X3-wt-1:2- und -4:1. 
Bei Verwendung von eingeschränkt aktiven P2X2-Mutanten in den heteromeren Konstellationen
beider Transfektionsverhältnisse ergeben sich, berücksichtigt man im Vergleich die unter-
schiedlich steilen Wildtyp-Dosis-Wirkung-Kurven, ebenfalls signifikante Unterschiede in den
Antworthöhen auf hohe Agonistenkonzentrationen.
Aus diesen Beobachtungen kann man den Schluss ziehen, dass bei einem deutlichen Überschuss
von P2X2-cDNA im Vergleich zu P2X3-cDNA bevorzugt heteromere P2X2/3-Rezeptoren mit der
Stöchiometrie 2:1 exprimiert werden. Biochemische Analysen der Arbeitsgruppe Hausmann et
al. mit SDS- und BN-PAGE bestätigen diese Vermutung.
Eine allosterische Modulation mittels pH-Wert-Absenkung kann keine durchgängig signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Antworthöhen von (P2X2)1/(P2X3)2 und (P2X2)2/(P2X3)1 auf
αβ-meATP und 2-MeSATP aufdecken. Die Versuchsreihe mit dem unselektiven Agonisten 2-Me-
SATP scheint jedoch in ihrer Aussagekraft durch die Interferenz von in HEK293-Zellen endogen
exprimierten P2Y-Rezeptoren und von simultan bei der heteromeren 4:1-Transfektion auftre-
tenden homomeren P2X2-Rezeptoren beeinträchtigt zu sein.
Versuche mit dem P2X3- und P2X2/3-selektiven Antagonisten A-317491 und αβ-meATP erge-
ben ebenfalls keinen stringenten Hinweis darauf, dass sich (P2X2)1/(P2X3)2 und
(P2X2)2/(P2X3)1 im Hinblick auf ihre pharmakologischen Eigenschaften signifikant voneinan-
der unterscheiden.
In der Zusammenschau lässt sich aus den vorliegenden Ergebnissen meiner experimentellen Ar-
beit folgern, dass der heteromere P2X2/3-Rezeptor abhängig vom Expressionslevel der beiden
beteiligten Subtypen P2X2 und P2X3 in zwei verschiedenen Untereinheitenstöchiometrien 1:2
und 2:1 vorliegt. 
4.6 Zusammenfassung und Schlussfolgerung
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Da sich die beiden Rezeptorvarianten bei der funktionellen Analyse ihrer pharmakologischen
Eigenschaften nicht deutlich voneinander abgrenzen lassen, scheint sich aus dem hier etablier-
ten (P2X2)2/(P2X3)1-Rezeptor kein vielversprechendes neues Target für die Entwicklung neuer
Analgetika zu ergeben. 
Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die P2X2-Untereinheit in DRG-Neuronen von Menschen
und Affen deutlich weniger exprimiert wird als in DRG-Neuronen von Ratten (Serrano et al.
2012). Somit könnten auch heteromere P2X2/3-Rezeptoren an sensorischen Ganglienzellen des
Menschen für die Entstehung von Schmerz eine wesentlich geringere Rolle spielen, als es bei Un-
tersuchungen an nativen P2X2/3-Rezeptoren im Nager-Tiermodell bis dato den Anschein hatte.
5 Ergänzende Daten 
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Tab. 10: Ergebnisparameter zur Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven (analog dazu Tab. 11 - 14), siehe
Abb. 10. 
± Standardfehler (S.E.M.); n = Anzahl der betrachteten Zellen (einzelne Antworten wurden aufgrund von technischen






Emax (∆FR) EC50 (µM) nH n
P2X3-wt 0,80 ± 0,04 6,36 ± 1,14 3,04 ± 0,98 45 - 55
P2X2-wt/P2X3-wt - 1:2 1,31 ± 0,09 7,73 ± 1,75 1,90 ± 0,70 15 - 23
P2X2-wt/P2X3-wt - 4:1 1,87 ± 0,04 14,09 ± 0,78 1,56 ± 0,11 23 - 29





Emax (∆FR) EC50 (µM) nH n
MOCK-Transfektion 0,30 ± 0,09 1,18 ± 0,12 3,33 ± 1,36 10 - 16
P2X2-K69A (P2X+P2Y) 0,71 ± 0,01 2,31 ± 0,35 1,13 ± 0,08 11 - 16
P2X2-K69A (P2X) 0,42 ± 0,01 1,25 ± 0,17 1,94 ± 0,46
P2X2-K307A (P2X+P2Y) 0,49 ± 0,01 1,53 ± 0,08 2,60 ± 0,25 16 - 27
P2X2-K307A (P2X) 0,15 ± 0,01 2,29 ± 0,46 2,99 ± 1,58





Emax (∆FR) EC50 (µM) nH n
P2X3-K63A – – – 20
P2X3-K299A – – – 29





Emax (∆FR) EC50 (µM) nH n
P2X2-K69A/P2X3-wt – 1:2 1,07 ± 0,03 17,10 ± 1,06 2,86 ± 0,30 24
P2X2-K69A/P2X3-wt – 4:1 0,66 ± 0,02 39,18 ± 2,79 1,30 ± 0,08 31
P2X2-wt/P2X3-K63A – 1:2 – – – 27
P2X2-wt/P2X3-K63A – 4:1 – – – 18 - 28
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Emax (∆FR) EC50 (µM) nH n
P2X2-K307A/P2X3-wt – 1:2 1,37 ± 0,07 31,88 ± 5,07 1,02 ± 0,10 22 - 25
P2X2-K307A/P2X3-wt – 4:1 1,67 ± 0,12 62,17 ± 9,90 25,39 ± 4,92 18 - 24
P2X2-wt/P2X3-K299A – 1:2 – – – 30
P2X2-wt/P2X3-K299A – 4:1 – – – 20
Tab. 15: pH-Experimente mit αβ-meATP, siehe Abb. 18. Alle Zahlenwerte in Prozent angegeben.
A Verhältnis von ∆FR aus Substanzphase 3 - 5 (siehe Abb. 16, analog dazu run-down-Kontrolle) zu ∆FR aus Substanz-
phase 2
B n = Anzahl der betrachteten ROIs, Verhältnis in Prozent ± Standardfehler (S.E.M.)
C run-down: 100% minus ∆FR-Verhältnis aus dem entsprechenden Protokollschritt des Kontrollexperiments (siehe
Abb. 17). Ein negativer Wert in Spalte C bedeutet demnach eine gesteigerte Rezeptoraktivität im Vergleich zum
Kontrollexperiment, ein positiver Wert bedeutet eine geminderte Aktivität im Sinne des run-down ( jeweils bezo-
gen auf den jeweiligen Protokollschritt).
D Werte aus Spalte B abzüglich der Werte aus Spalte C
A B C D
P2X3 
n = 15 – 17 
run-down
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Tab. 16: pH-Experimente mit 2-MeSATP, siehe Abb. 19. Alle Zahlenwerte in Prozent angegeben. 
A – D siehe Erläuterung Tab. 15
A B C D
P2X3 (abzgl. MOCK)
n = 27 
run-down
n = 6
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run-down
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Tab. 17: A-317491-Experimente mit αβ-meATP, siehe Abb. 21. Alle Zahlenwerte in Prozent angegeben. 
A – D siehe Erläuterung Tab. 15
A B C D
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